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Antifungalni aktivita extrakti a silic medicinalniho konopi
proti vybranym plisnim zptsobujici koZni onemocnéni

Souhrn

V soucasné dobé¢ trpi plisnovymi onemocnénimi 20-25 % populace. Houbové infekce
klize a nehtl tvofi nejpocetnéjsi a nejrozsifenéjsi skupinu vSech mykédz. Hlavnimi zastupci
puvodcu téchto onemocnéni jsou antropofilni a zoofilni dermatofyty z rodd Trichophyton
Microsporum a Epidermophyton. Vzhledem ke zvySujici se mikrobialni rezistenci vuci
konvenéné uzivanym antibiotikiim je nutné hledat nové zpusoby 1é¢by. Je znamo, Ze konopi
ma velky potencidl pti 1é¢be nejen koznich onemocnéni a v mnoha statech je jeho pouzivani

v lékaftstvi jiz legalni.

Na tfech kmenech vySe zminénych rodl dermatofytl byla testovdna antifungalni
aktivita extrakti ze sedmi chemotypi konopi a byla testovana i silice z nejvonavéjsiho
chemotypu. K porovnani uéinnosti byl pouzit griseofulvin. Pro testovani byla pouzita

modifikovand mikrodilu¢ni medota s naslednou makrodilu¢ni metodou.

Dle vysledkt bylo zjisténo, Ze vSechny testované konopné extrakty a silice by mohly

byt vyuzity v terapii mykotickych onemocnéni.

Nejvyssi citlivost vici testovanym latkam vykazoval mikroorganismus Microsporum

canis, na ktery pusobil fungicidné extrakt z chemotypu Conspiracy Kush a Nurse Jackie. Tato

cv v

ucinek byl pozorovan u patogenu Epidermophyton floccosum.

Zavérem lze konstatovat, Ze konopi by mohlo byt vhodné pro terapii mykoz

zpusobenych testovanymi patogeny.

Kli¢ova slova: extrakty, konopi, onemocnéni ktize, protiplisnovy, silice



Antifungal activity of extracts and essential oils from
medicinal cannabis against selected fungi which cause skin

diseases

Summary

Currently 20-25% of the population suffers from fungal diseases. Deep fungal skin
and nail infections are the most numerous and most widespread group of all mycoses.
The main representatives of these diseases are the anthropophilic and zoophilic dermatoses
of the genera Trichophyton, Microsporum and Epidermophyton. Due to increasing microbial
resistance to conventionally used antibiotics, it is necessary to seek new treatments. It is well
known that cannabis has a great potential in the treatment of not a just skin diseases and its

use in many countries is already legal.

Antifungal activities of extracts from seven cannabis chemotypes and from the most
fragrant chemotype of essential oil were tested on three strains above-mentioned genes
of dermatophytes. Griseofulvin was used to compare the efficiency. For testing was used

modified microdilution method followed by a macrodilution method.

According to the results, all tested cannabis extracts and essential oils could be used
in the therapy of mycotic diseases.

Highest sensitivity to the test substances showed microorganism Microsporum canis.
Chemotype Conspiracy Kush and Nurse Jackie has most significant antifungal effect. This
activity was observed during concentration of test substance 128 pg/ml. The lowest antifungal

effect was observed in the pathogen Epidermophyton floccosum.

In conclusion, cannabis could be applicable for the treatment of mycosis caused
by tested pathogens.

Keywords: antifungal, essential oils, extracts, cannabis, skin diseases
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1 Uvod

V souCasné¢ dob¢ trpi plistovymi onemocnénimi velkd ¢ast populace. Jedna
se 0 primarni anebo sekundarni onemocnéni. V dobé globalizace dochazi mj. i k rozsifovani
téchto onemocnéni.

Houbova infekce klize anehtl tvoii nejpocCetnéjSi a nejrozsifenéjsi skupinu vsech
mykodz. Vyskyt povrchovych mykotickych infekci se v poslednich desetiletich zvysil a kozni
mykdza nyni postihuje vice nez 20-25 % svétové populace. Hlavnimi zastupci ptivodet téchto
onemocnéni jsou antropofilni aazofilni dermatofy zroda Trichophyton, Microsporum
a Epidermophyton. Z nedermatofytt je hlavnim zastupcem rod Candida.

Diky intenzivnimu pouzivani antifungalnich 1€kt se vyznamné zvySuje frekvence
mikrobialni rezistence viéi pouzivanym lécebnym prostiedkiim. Velké mnozstvi klinicky
pfedepisovanych preparati se vyznacuje rozsahlymi nezadoucimi Gc¢inky a uzivani nékterych
z nich je kontraindikovano (napf. v téhotenstvi). V ramci 1é¢by se kombinace dvou ¢i vice
antifungélnich 1é¢iv ukazala jako nevyhovujici rovnéz pro mozné vedlejsi nezadouci a toxické
ucinky naorganismus.V posledni dobé jsou provadény vyzkumy avyvoj novych
antimikrobialnich latek zrGznych zdroji pro boj s mikrobialni rezistenci. Piedmétem
vyzkumu jsou rtzné piirodni latky, které mohou byt samy latkami s antifungalni aktivitou
anebo mohou piedstavovat adjuvanty prostfedkii s antimikrobialnimi ucinky. Potencovani
antimikrobidlni aktivity téchto latek mtze byt dosazeno riiznymi mechanismy.

Z ptirodnich latek jsou zkoumany esencialni oleje ziskané z rostlin. Monitoruje
se aktivita jednak kompletnich smési, ale i antifungalni aktivita jednotlivych latek, které tyto
smési obsahuji. Mezi rostliny pfitahujici zajem védci patii i Cannabis sativa. U této rostliny
bylo detekovano pies 1000 latek. ProspéSnost lécebného konopi pfiterapii koznich
onemocnéni umochuje ijeho zafazeni do vyhlasky ¢&.236/2015,, o stanoveni podminek
pro piedepisovani, ptipravu, distribuci, vydej apouzivani individualné pfipravovanych
lé¢ivych pripravkil S obsahem konopi pro lécebné pouziti®, ve které je mezi indikacemi
uvedena i povrchova lé¢ba dermatoz a slizni¢nich 1ézi.

Extrakty anebo silice z konopi by mohly byt zahrnuty do podrobnéjsiho studia

pfi testovani jejich antifungélni aktivity vii¢i vybranym patogentim.



2 Hypotéza a cil prace

Hypotéza: extrakty z konopi potlacuji rist dermatofyta.

Cilem prace je popsat nejcastéji Se vyskytujici plisniova onemocnéni kuze, a také
shrnout  dostupné informace 0 pouziti konopi K1éEbé koznich onemocnéni.
Dale experimentalné oveéfit aktivitu extraktl asilic vybranych chemotypt konopi proti

vybranym plisnim vyskytujicich se na lidské ktzi.



3 Literarni prehled
3.1 Historie konopi

Uzivani konopi saha hluboko do historie. Datuje se obdobi az 10 000 let pf. n. 1.
(Miovsky et al., 2008). N¢ktefi autofi uvadi jeji vyuziti jako pradné rostliny do doby pied
18 000 lety natzemi dneSni Moravy (Hanu$, 2012). Geografické prizkumy ukazuji,
ze teplomilné konopi pochazi z oblasti stepi Sttedni Asie, konkrétné Mongolska a Jizni Sibife.
Dale se pak sifilo do oblasti Ciny, kdy prvni dokumentovany nalez konopi uZitého jako 1é¢iva
je datovano do obdobi az 4 000 let pt. n. 1. Bylo pouzito jako anestetikum pii chirurgické
operaci.

Konopi se poté Sifilo do Koreje aJaponska (asi2000let pi. n. 1.). V dusledku
vale¢nych tazeni aboji na asijském kontinentu Se konopi dostalo Hedvabnou stezkou
na Blizky vychod a do vychodni Evropy (Warf, 2014).

Z Himalaji bylo konopi pieneseno do Indie, kde péstovani konopi a uzivani marihuany
zazilo nejveétsi rozkvet atato dlouhd tradice pretrvava dodnes. V indické posvatné knize
Atharvaveda je konopi zminovano jako jedna z péti kralovskych rostlin zbavujici uzkosti
a branici onemocnéni (Warf, 2014).

Asijsky kocovny kmen Skytha se usadil asi v 8. stoleti pf. n. 1. ve stepni ¢asti Krymu
a pfi Azovském pobiezi (dnesni Ukrajina). Pes fecké kolonie na pobtezi Cerného mote méli
kontakt na civilizaci starovékych Rekd. Skythy zmitiuje fecky filozof a historik Hérodotos
z Halikarnassu, ktery popisuje konopi, které se péstuje v zemi skythské a pii neznalosti si jej
Ize splést s jinou pfadnou rostlinou a to Inem. Lze fici, ze ve stfedovéku bylo konopi rozsitené
po celém svéte.

Po objeveni Ameriky bylo konopi z Evropy dovezeno jako ptfadna rostlina. Spolu
s dovozem otrokli z Afriky pronika do Ameriky jako latka suéinky na psychiku. Uzivani
konopi se zvysilo i tim, Ze se rozsitila forma uzivani koufenim.

V roce 1899 byla izolovdna prvni kanabinoidni latka anasledné byla pojmenovana
jako cannabinol. Jeji struktura byla urCena azvroce 1932 (Hanus, 2012). V roce
1954 na Védecké konferenci vysokych skol v Olomouci se uskutecnily pfednasky na téma
Konopi jako 1€k (Warf, 2014).

Vroce 1955Jan Kabelik, Zdendk Krej¢i aFrantiSek Santaj izolovali prvni
kanabinoidni kyselinu, kyselinu kanabidiolovou, ktera vykazovala aktivitu proti

grampozitivnim bakteriim. Ve Fakultni nemocnici v Olomouci byla tinktura z konopi 1écebné



pouzivana na infekce piisobené viry herpes simplex a varicella zoster. Rovnéz nasla uplatnéni
pfi oSetfovani dekubitil U imobilnich pacienti (Hanus, 2012).

Konopi seté obsahuje latku tetrahydrokanabinol (THC) s psychogenni aktivitou
a je zaneseno i v pravnim fadu Ceské republiky. Konopi k 1é¢ebnym téelim podléha v Ceské
republice preskripénimu omezeni. Specializace lékait, kteti konopi k lécebnym ucelim
mohou piedepisovat je Siroka. Mezi n¢ patii specialisté z oborti dermatovenerologie, geriatrie,
infek¢ni 1ékaistvi, neurologie, oftalmologie, onkologie, ortopedie, paliativni medicina,

psychiatrie, revmatologie a vnitini 1ékafstvi.
3.2 Popis rostliny

Canabis sativa je jednoleta, dvoudoma kvetouci bylina. Sam¢i rostliny jsou spise vyssi
a §tihlej$i v porovnani se samic¢imi rostlinami. Stonkem je vzptimena lodyha, jejiz vyska
je znaéné zavisla nadruhu, odridé apéstebnich podminkach. Rozmezi vySky stonku
je znacné, pohybuje se od 20 centimetri az do 6 metri, nicméné vySka vétSiny rostlin
se pohybuje v rozmezi od 1 do 3 metr (Bovens et al., 2009).

Konopi maé rovny, kilovity kofen S postrannimi vlase¢nicovymi kotfinky, které
se vyznamné podileji na vyzivé a vyvoji rostliny. Rozvoj kofenového systému je ovlivnén
nejen hloubkou a hustotou vysadby, ale i kvalitou pudy a hladinou spodni vody. Pokud je tato
hladina nizka, muZze kofen sahat ido vice jak 2metrové hloubky naproti tomu pii vysoké
hladiné spodni vody dortsta pouze 40 cm (Miovsky, 2008). Dobfe rozvinuty kofenovy systém
mize plnit i protierozni funkci.

Sila stonku se pohybuje v rozmezi 0od 3 mm do 60 mm. Podle typu konopi mize byt
stonek Vv horni ¢asti Ctythranny az Sestihranny, pifi¢emz jsou hrany smérem Kk vrcholu
zvyraznény. PocCet internodii se pohybuje mezi 7 az 15.

Listy jsou dlanité ¢lenité kopinatého tvaru s pilovitymi okraji. Jsou 3 az 13cetné
(Miovsky etal., 2008), nekteti autofi uvadi, zerostlina v plném riastu jich ma obvykle
9 (Adams, 2012). D¢lozni listy jsou jednodilné a podlouhlé. Brzy po vzejiti opadavaji a tvoii
prvni kolénko (Miovsky et al., 2008).

Konopi je rostlina dvoudoma a to znaci existenci sam¢ich a samicich rostlin. Vrcholky
samiciho kvétenstvi Se nazyvaji marihuana a produkovana pryskyfice je oznaCovana jako
hasi§ (Hanus, 2012). Marihuana obsahuje 3 -10 % THC (Pec et Dusek, 2009). Sam¢i rostlina
ma kvétenstvi rozmisténa témét po celé rostliné a vyrlstaji na dlouhych stopkach z uZlabi

listi. V dobé pIného kveteni se kvéty otviraji a vypusti velmi lehky pyl, ktery je roznasen



vétrem az do vzdalenosti az 12 km a je schopny oplodnéni 14 — 15 dnti po dozrani (Miovsky
et al., 2008). Samc¢i rostliny kvetou 0 7- 10 dni dfive nez samiéi rostliny téhoz druhu. Samici
kvéty se nachazi v horni ¢asti rostliny, kde tvofi olisténé hrozny pti bazi kazdého listu (Fisar,
2006). Samici kvéty maji semenik S vysutym vajickem a dvéma bliznami. Pokud se pylové
zrno uchyti na blizné, dochazi k oplodnéni.

Zlaznaté trichomy jsou vy&nélky tvofené epidermalnimi buiikami. Je to vadek pokryty
kutikulou. U konopnych rostlin 1ze rozlisit 3 druhy téchto trichomti. Nejmensi z nich jsou
bulbozni trichomy. V jejich subkutikuldrnim prostoru se hromadi pryskyfice. Dal$im typem
trichomt jsou kulovité pfirostlé trichomy. Vylucuji kanabinoidy a dalsi sekundarni metabolity
jako jsou lipidy, vosky, fenylpropanoidy, flavonoidy, metylketony a terpenoidy (Champagne
et Boutry, 2016).

Plodem je vejéita jednosemenna nazka. Rozméry semene jsou odli§né pro rizné typy
aodrady konopi. Odsemen rostlin chmele (Humulus lupulus ¢i Humulus japonicus)
pochazejicich ze stejné celed¢ se daji snadno odlisit podle charakteristického mramorovani

(Bovens et al., 2009)

Obrazek 1: rostlina Canabis sativa

Zdroj: https://3c1703fe8d.site.internapcdn.net/newman/gfx/news/hires/2017/cannabis.jpg

Rostliny konopi obsahuji Sirokou Skéalu biologicky aktivnich latek, které zahrnuji
rozmanitou skupinu chemickych tfid. Mimo primarnich metaboliti, mezi které fadime
bilkoviny, cukry a tuky, produkuji i specifické sekundarni metabolity. Radime sem piedevsim
kanabinoidy, enzymy, glykoproteiny, alkoholy, aldehydy, ketony, jednoduché kyseliny,
mastné kyseliny, steroidy, terpeny, fenoly, flavonoidy, vitaminy, pigmenty a dalsi (EISohly

et Slade, 2005). VVzhledem k tomu, Ze rostliny nemaji, na rozdil od zivo¢ichti, Zadny imunitni



systém, svilj zptsob ochrany realizuji pomoci specifickych sekundarnich metabolitii (Holland
etal., 2014).

3.2.1 Kanabinoidy

Kanabinoidy jsou wuhlikaté biologicky aktivni latky (Zima, 2012). Klasické
kanabinoidy jsou tricyklické terpenoidy, které jsou nerozpustné ve vodé ajsou rozpustné
v lipidech, alkoholech a jinych nepolarnich organickych rozpoustédlech (Thakur GA etal.,
2005). Muzeme jerozdélit do 3skupin na fytokanabinoidy rostlinného puvodu,
endokanabinoidy vyskytujici se v zivocisnych tkanich analatky synteticky pfipravené.
V konopi setém bylo identifikovano ptes 500 latek, z nichz vice jak 100 tvofi kanabinoidy.
Nejvyznamnéjsi je AS-tetranydrocannabinol (THC), coz je latka S nejvyssi psychoaktivitou.
Jeji obsah se v riznych ¢astech rostliny 1i§i a zavisi nejen na dané odrideé, ale i péstebnich
podminkach (Miovsky etal., 2008). Pti vyzkumu vlivu biotickych (kmeny hub Pythium
aphanidematum a Botrytis cinerea) a abiotickych (UV zafeni) faktord na mnozstvi
kanabinoidi v bun&¢né kultufe Cannabis sativa, bylo zjisténo, ze nedoslo ke stimulaci tvorby
sekundarnich metaboliti a byla pozorovana inizka exprese genu THCA syntazy. Exprese
genu tohoto enzymu je ovliviiovana vyvojovou a rustovou fazi zlaznatych trichomu rostlin
konopi (Flores-Sanchez et al., 2009). Nejvice THC je obsazeno v samicich kvétenstvich.

Mezi nejvyznaméjsi kanabinoidy fadime: A°- trans — tetrahydrocannabinol (A°-THC),
A8~ trans — tetrahydrocannabinol (A8-THC), cannabidiol (CBD), cannabichromen (CBC),
cannabielsoin (CBE), cannabiergol (CBG), cannabicyclol (CBL), cannabinol (CBN),
cannabinodiol (CBND) a cannabitriol (CBT). Podle jejich zakladni chemické struktury

je muzeme rozdélit do 11 skupin.



Tabulka 1: Piehled farmakologické aktivity kanabinoidi bez psychogennich G¢inka

ucinek CBC CBD CBDV | CBG | A°-THCA | A’-THCV

analgeticky X X

anorekticky X

antibakterialni

antidiabeticky

antiemeticky

antiepilepticky

protiischemicky

X| X | X| X| X]| X
X

antikineticky ve stfevé

antimikrobialni X

antiproliferacni

antipsoriaticky

antipsychoticky

antispasticky

anxiolyticky

imunosupresivni

neuroprotektivni

X| X | X| X| X| X| X]| X

© 7 wa1*

vasorelaxaéni X

Zdroj : https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S016561470900128X-gr1.sml

3.2.2 Terpeny

V roce 2014 bylo identifikovano vice jak 545 slozek konopi, znichz 140 tvorily
terpeny. Jsou to chemické latky rostlinného puvodu bez psychogenni aktivity. Jedna
se 0 nenasycené uhlovodiky, jejichz molekuly se skladaji z izoprenovych jednotek. Podle
autojejich poctu je rozdélujeme na monoterpeny, seskviterpeny, diterpeny, triterpeny,
steroidy, karoteny a polyisopreny.

Terpeny jsou slozeny zatomti uhliku avodiku, zatimco terpenoidy maji
ve své struktufe jeSt€¢ atom kysliku a vznikaji z terpenit pfi susSeni rostlin konopi. Terpeny
mohou obsahovat karbonylovou i karboxylovou skupinu. Terpeny vznikaji nejcastéji
cykloadici avsak existuji i necyklické terpeny. Pfi cykloadici dochazi k zaniku dvou dvojnych
vazeb avznika kruh. Terpeny jsou tékavé aSifi vyrazné aroma do okoli. Jsou rozpustné

Vv lipoidnich latkach.




Pii testovani G¢innosti riznych extrakénich metod a srovnavani obsahu téchto latek
v Cannabis sativa a Cannabis indica byly detekovany tyto terpeny: o-thujen, a-pinen,
kamfen, p-fellandren, p-pinen, [-myrcen, p-cymol, 4-karen, d&-limonen, cineol,
trans-B-ocimen, B-ocimen, y-terpinen, nonanal, terpinen-4-ol, kamfor, estragol, eukalyptol,
karvon, [-panasinsen, karyofylen, karyofylen oxid, [-famesen, trans-a-bergamoten,
aromadendren, humulen, cis-B-farnesen, alloaromadendren, y-muurolen, y-elemen,
B-kurkumen, o-kurkumen, elixen, a-bulnesen, B-bisabolen,a-gurjunen, cedrenol, linalool,
autmenthol.

Hlavni slozku Cannabis sativa tvotily seskviterpeny karyofylen (46,8 %), humulen
(13,2 %), trans-o-bergamoten (3,1 %), cis-p-farnesen (8,6 %). Z monoterpent byly
detekovany a-pinen (3,6 %), d-limonen (5,1 %) a cineol (2,6 %). U Cannabis indica byly
identifikovany jako hlavni seskviterpeny karyofylen (23,5 %), karyofylen oxid (5,0 %),
linalool (21,3 %), trans-a-bergamoten (5,2 %) a cis-p-farnesen (3,7 %). Z monoterpenti byl
nalezen mentol (8,2 %), a-pinen (4,6 %), 6-limonen (6,4 %), eukalyptol (10,3 %), estragol
(5,4 %) a karvon (5,1 %) (Naz et al., 2017).

SloZeni terpenu je silné geneticky podminéné a velmi malo ovlivnitelné podminkami
zevniho prostfedi. Jsou proto pouzivany jako biochemicky marker pro ur¢ovani rostlinnych
druhii, odrid a hybridd. Terpeny maji Vv rostliné ochrannou funkci. Snizuji riziko napadeni
rostliny bylozravci, $kidci achorobami. Monoterpeny pievazuji Vv kvétenstvich a slouzi
K odpuzovani hmyzu. Hotké seskviterpeny jsou piedev§im v listech a chrani rostlinu pied
spasanim. Ze seskviterpent je nejvice zastoupen [B-karyofylen (Casano etal., 2011), ktery
vykazuje antifungalni aktivitu (Russo, 2011). Terpeny jsou tékavé a vytvaii vyrazny
specificky zapach rostliny, ptedevsim pak limonen a B-myrcen (Pe¢ et Dusek, 2009). Mezi
terpeny fadime silice, které jsou smési monoterpent. Rozmezi obsahu terpenoidi v suSeném
kvétenstvi tvori 0,01 do 1,5 % hmotnosti (Giese et al., 2015). SuSeni rostlin vede ke ztraté
terpent a to spiSe momoterpenti nez seskviterpend (Ross et EISohly, 1996).

Terpeny V rostlinach mohou mit funkci obrannou, mohou slozit jako atraktanty, maji
vyznam pii komunikaci mezi rostlinami, mohou byt prekurzory hmyzich agregacnich
feromontl a maji i vyznamny vliv na ¢lovéka a to jak 1é¢ebny, tak i toxicky (Dvotakova et al.,
2011).

Monoterpeny ovliviiuji vznik rakoviny n¢kolika mechanismy:

* inhibuji syntézu ubichinonu a konverzi lathosterolu na cholesterol (limonen);



= ovliviuji aktivitu klicového enzymu mevalonatového metabolismu (geraniol, limonen,
mentol);

=  zvySuji aktivitu enzymu v jatrech (geraniol, karvon, limonen, sobrerol);

= ovlivilyji expresi gent v tumoru (limonen);

= stimuluji apoptozu (geraniol);

» inhibuji post-transla¢ni isoprenylaci proteint (limonen);

= aktivuji gen specificky pro nadorové buniky (TRPMS) — (mentol);

* blokujici monoterpeny zabrafuji interakci karcinogenu s DNA (limonen, perillyl
alkohol, karveol, karvon, mentol, sobrerol);

= potlacujici monoterpeny zabranuji d€leni nadorovych bunék (geraniol, limonen,
perillyl alkohol), (Dvorakova et al., 2011).

Limonen vykazuje anxiolytické Uc€inky (Carvalho-Freitas et Costa, 2012)
aup-myrcenu byly pozorovany sedativni ucinky (Wichtl, 2004), rovnéz pisobi
antimikrobialné a bronchodilataéné¢ (Nissen et al., 2010). Karyofylen oxid slouzi specialné
cvicenym psum K zjisténi narkotika (Pe¢ et Dusek, 2009). U karyofylenu byla pozorovana
cytoprotektivni aktivita (Tambe etal.,1996). Terpeny pisobi ijako zesilovate penetrace
transdermalné¢ podavanych 1ékt (Chen etal.,, 2016). Pichledova tabulka 2 nabizi vyskyt

a ucinek nekterych terpenii na cloveéka.

Obrazek 2: Silice

Zdroj: https://img.webmd.com/dtmcms/live/webmd/consumer_assets/site_images/articles/hea
Ith_tools/essential_oils_dos_and_donts_slideshow/493ss_thinkstock rf_essential_oils.jpg



Tabulka 2: piehled vyznamnych terpeni a jejich u¢inku

terpen viné vyskyt ucinek

bisabolen dievita topol, citron, oregano protirakovinny (Yu-Jen Jou et al., 2016)
borneol muskatovy ofisek, $alvéj, protizanétlivy (Zou et al., 2017)

levandule
farnesol konvalinkova  santalové dievo, kvét apopticky (Spi¢akova et al., 2017)

jasminu a lipy, rize
geraniol rizova razovy olej antimikrobialni (BALTA et al., 2017)
karyofylen chmelova v silicich bazalky, antikonvulzivni (Oliveira et al., 2016)

hreblclr(ovcrl vonnem, . antifungalni (Selestino Neta et al., 2017)

konopi setém, rozmaryné,

chmelu ota¢ivém antibakterialni (Montanari et al., 2011)
limonen citrusova silice citronova, anxiolyticky (Carvalho-Freitas et Costa, 2012)

pomerancova, konopna apopticky (Ji et al., 2016)
linalool kvétinova Vv rostlinach z ¢eledi antimikrobialni (BALTA et al., 2017)

fél;(;remtyml hluchavkovitych, konopi antifungalni (Dias et al., 2017)
apopticky (Sun et al., 2015)
antidepresivni (Guzman-Gutiérrez et al., 2015)

myrcen zemita silice obsazena v chmelu antiulcer6zni (Bonamin et al., 2014)

8 vaviimu, konopi antiischemicky (Gul Baykalir et al., 2016)
terpineol borovicova/  pryskyfice jehli¢cnand, antibakterialni (Li et al., 2014)

hiebickovd hrebicek, vavrin, antifungdlni (Zhou et al., 2014)

majoranka, kardamon,

baldrian, konopi
a-pinen, borovicova borovice, konopi antidepresivni (Guzman-Gutiérrez et al., 2015)
B-pinen antifungalni (Rivera-Yafiez et al.,2017)

3.2.3 Ostatni latky

Mimo kanabinoidd, jeznamo 419 sloucenin, které jsou obsazeny V rostlinach

Cannabis sativa. Jsou zastoupeny V nasledujicich skupinach: 27 dusikatych sloucenin,

18 aminokyselin, 3 proteiny, 6 enzymu, 2 glykoproteiny, 34 cukrt a piibuznych sloucenin,

50 uhlovodikt, 7 jednoduchych alkohold,

12 jednoduchych aldehydd,

13 jednoduchych

ketonti, 20 jednoduchych kyselin, 23 mastnych kyselin, 12 jednoduchych estert, lakton,

11 steroidt, 120 terpent, 25 nekanabinoidnich fenold, 23 flavonoidu, 2 pigmenty, 9 prvki

avitamin (EISohly et Slade, 2005). Dale pak obsahuji i fytohormony, které jsou nezbytné

pro bunéény a zivotni cyklus rostliny.
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Flavonoidy spadaji do Siroké skupiny pfirodnich latek. Patii mezi antioxidanty, které
chrani tkané proti poskozeni volnymi radikaly. V konopi bylo detekovano 23 flavonoidi,
napf. vitexin, orientin, kaempferol, kvercetin, apigenin nebo luteolin, kanflavin A, B a C. Byl
U nich pozorovan antioxidacni a protizanétlivy ucinek (Pec et Dusek, 2009).

Vroce 1971 byla extrahovana z rostlinného materidlu smés alkaloida, kdy byly
izolovany 4 z nich a pojmenovany cannabimin A — D. Prvni kanabinoidni alkaloid byl plné
identifikovan  ze vzorku izolovaném z mexické variety Cannabis sativa v roce
1975 v Mississippi. Druhy alkoloid byl pojmenovan anhydrocannabisativin, byl nalezen
ve vzorcich rostlin konopi pochézejicich z 15 riznych zemépisnych oblasti. Nekteré dalsi
maji podobnou strukturu jako jizznamé ptirodni spermidinové alkaloidy palustrin

a palustridin (Mechoulam et Hanus, 2000).

Obrazek 3: Konopna silice

Zdroj: https://media2.fdncms.com/tucsonweekly/imager/u/original/12652482/bigstock
autorcannabis oil and hemp 205317244.jpg
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4 Mykozy
4.1 Vyznam mykotickych onemocnéni

Mykotické infekce vyznamné prispivaji K lidské morbidité a mortalité, nicméné zajem
odbornikti aorganizaci otento jejich dopad nalidské =zdravi jespiSe okrajovy.
Je to zpisobeno nejspiSe  itim, ZesSejedna O pfidruzena onemocnéni U pacienti
S imunosupresivnimi onemocnénimi jako jsou rizné typy nadord, imunosupresivni infekce
HIV/AIDS anebo i tieba snizeni imunity U invazivnich lékafskych zakrokl nebo u ¢ekatell
zatazenych V transplanta¢nich programech, Kkdy je imunosuprese fizena farmakologicky
(Brown et al., 2012).

Mykoézy délime na povrchové a invazivni, které napadaji jednotlivé organy. Invazivni
plisiiové infekce maji mnohem nizsi vyskyt nez povrchova infekéni onemocnéni ktize a nehtd,
které vykazuji vyskyt u 20 az 25 % populace, tj. az 1,7 miliardy lidi na celém svété (Brown
pfi¢inou Gmrti 1,5 milionu lidi roéné (Brown et al., 2012). Téchto obéti bude ziejmé vic,
protoze nejsou znamy presné udaje z nékterych oblasti Afriky a Asie. Vyskyt konkrétnich
infekci je ovlivnén socioekonomickymi podminkami, geografickym regionem a kulturnimi
zvyklostmi (Havlickova et al., 2008).

Patogeny zodpovédné zakozni mykoézy jsou primarné antropofilni a zoofilni

dermatofyty z roda: Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton (Havlickova et al., 2008).

W

Obrazek 4: Epidermophyton flocossum

Zdroj: http://nowmed.net/microbiology/cutaneous mycoses/
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Obrazek 5: Microsporum canis

Zdroj: https://mycology.adelaide.edu.au/descriptions/dermatophytes/microsporum/

Obrazek 6: Trichophyton interdigitale

Zdroj: https://mycology.adelaide.edu.au/descriptions/dermatophytes/trichophyton/
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Obrazek 7: Candida albicans

Zdroj: https://www.shiftfrequency.com/tag/candida albicans/

Mezi mikroorganismy pusobici kozni problémy mizeme zatadit i rod Candida, ktery
patii mezi aerobni kvasinkové dimorfni houby. Jsou fazeny mezi opurtunni patogeny,
kdy kandidozou jsou ohrozeni pfedev§im velmi stafi, velmi mladi anebo velmi nemocni lidé.
Vétsinou  sejedna 0 endogenni infekce, Kkdyv dasledku snizené imunity dochazi
K pfemnozeni. Predispozi¢nimi faktory jsou obezita, diabetes mellitus, antibioticka
¢i steroidni terapie.

Pro dermatofyty je optimalni teplota 25 az 28 °C a vlhké prostiedi. Tyto patogeny jsou
nejcastéji zodpoveédné za onychomykozy v oblastech s mirnym klimatem, kdy obyvatelé nosi
neprodySnou uzavienou obuv, zatimco kandidozy postihuji pacienty v zemich s horkym

a vlhkym klimatem (Havlickova et al., 2008).

4.2 Formy mykopatogeni

Pokud maji houby podlouhlou vlaknitou formu, jedna se o hyfy. Houby s touto
strukturou jsou oznacovany jako vlaknité. Nékteré druhy hub se vyznacuji dimorfismem,
tj. mohou se vyskytovat jak v kvasinkové, takivlaknit¢é formé. Teésné¢ spojené hyfy
se oznacuji jako mycelium. Pokud pochazi mycelium z jediné bunky jedna se thallus; thallus
svolnou strukturou je popisovan jako kolonie. Nékteti zastupci rodu Candida mohou
existovat ve form¢ pseudomycelii, které narozdil od pravého mycelia nemaji kompletné
rozliSitelné jednotlivé utvary. Klasifikace hub se zakladd piedevSim na morfologickych
znacich a to predevsim téch, které souvisi S pohlavnim nebo nepohlavnim rozmnozovanim.

V biologii je tradi¢né pouzivano ttidéni hub do kmend, tiid, fadu, ¢eledi roda a druhd. Protoze
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je toto tfidéni pro klinickou praxi relativné slozité, je pro ni uzivano déleni na dermatofyty,

kvasinkové a plisnové houby (D-K-P-systém) (Braun-Falco et al., 2001).
4.3 Déleni dematofytoz

Dermatofytozy se dle lokalizace déli na: tinea capitis (hlava), tinea barbae (brada),
tinea faciei (tvar), tinea corporis (t€lo), tinea inquinalis (tfisla), tinea manuum (ruce), tinea

pedum (nohy), tinea unguentum (nehty) (Braun-Falco et al., 2001).

4.3.1 Tinea capitis

Jedna se 0 dermatofytdzu vlasaté Casti hlavy, oboci a fas, jejimz ptivodcem jsou druhy
rodi Trichophyton a Microsporum. Pod tinea capitis spadd onemocnéné mikrosporie,
coz je vysoce nakazlivé onemocnéni S typickym klinickym obrazem.

V kapiliciu (kStici) vznikaji zprvu multiplicitni, velmi malé, pityriazoformni olupujici
se loziska, ktera sepomalu rozSifuji az do velikosti nékolika centimetrd a splyvaji
do polycyklickych ohrani¢enych lozisek. Mohou se vyskytovat izanétlivé projevy.
Mikrosporie témét vyluéné postihuje déti, vice chlapce. Je to infek¢ni, kontaktni onemocnénti,
které se vyskytuje endemicky v détskych zatizenich. Zdrojem infekce jsou vétSinou domaci
zvifata, zejména kocky. Pti mikroskopickém vySetieni lze pozorovat kolem vlasového stvolu
velky pocet malych spor (2-3 um), které jej obklopuji. Na zakladé tohoto jevu vznikl i nazev
mikrosporie (Braun-Falco et al., 2001).

4.3.2 Tinea faciei a tinea corporis

Toto onemocnéni mohou vyvoldvat vSechny rody dermatofyti. U déti vznika
onemocnéni po kontaktu s infekénimi bezpfiznakovymi domacimi zvifaty (jedna se 0 zoofilni
dermatofyty). Pivodcem onemocnéni muze byt Microsporum canis, Trichophyton rubrum
nebo Epidermophyton floccosum. Typickymi projevy onemocnéni jsou erytém, olupovani
a zvyraznéni okraje loziska S malymi puchyiky ¢i pustulkami (Havlickova etal., 2008).
Zvlastnim znakem je vyskyt infekénich lozisek v centru ajejich periferni rozsifovani, ¢imz
vznikaji charakteristické svédivé prstence. Toto onemocnéni |ze zaménit za ekzematické
onemocnéni. Nespravnou aplikaci 1é¢ebnych ptipravku s kortikoidy se zanétliva reakce tlumi,

svédeéni vsak pretrvava a dochazi k dalsimu $ifeni infekce (Braun-Falco et al., 2001).
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4.3.3 Tinea pedis

Jetoinfekéni onemocnéni nohy. Vyvolavatelem je Trichophyton  rubrum
a Epidermophyton floccosum. Toto onemocnéni patii mezi nejcastéj$i dermatologicka
onemocnéni. U sportovct je oznacovano jako ,.atleticka noha* (Havlickova et al., 2008).
Postizeni jsou zejména plavci aosoby, které pouzivaji sportovni obuv z neprody$nych
materiald. Patogeneticky ma nejvétsi vyznam vlhké ateplé mikropostiedi v obuvi, mezi
podpurné faktory pak patfi hyperhydréza a akrocyandza. Spory dermatofyti jsou virulentni
nékolik mésicti (obuv, difevéné podlahy plovaren, hotelové koberce aj.). Dilezitou profylaxi
je hygiena nohou a dtikladné vysuseni meziprsti po koupani ¢i sprchovani. Mykoézy nohou
maji Casto chronicko-intermitentni pribéh. Mohou trvat iné€kolik desetileti (Braun-Falco
etal., 2001).

4.3.4 Tinea unguium

Jednd se o onemocnéni nehtu, jehoZz plvodcem jsou dermatofyty. Spada
pod onemocnéni nehtu, ktera se souhrnné oznacuji onychomykézy (Obrazek 8). VétSinou
mu predchazi tinea pedis. Puvodce pronika z hyponychia do nehtového Iluzka. Dochazi
K hyperkeratoze anehet ziskava zlutou barvu. Piivyrazngjsi keratdze mohou vzniknout

az drobivé nehty (onychodystrofie) (Braun-Falco et al., 2001).

Obrazek 8: Onychomykoza

Zdroj: http://nowmed.net/microbiology/cutaneous mycoses/
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5 Reakce imunitniho systému a moZznosti terapie

Na obran¢ organismu Se podileji T lymfocyty, ze kterych se diferencuji 3 subpopulace.
Jsou to prekurzory pomocnych T bunék (Th) S povrchovym receptorem CD4; prekurzory
cytotoxickych T bunék (Tc) s povrchovym receptorem CD8 atieti subpopulaci jsou NK
bunky.

Zralé Tw bunky produkuji cytokiny, které reguluji jiné bunky. Tc bunky jsou
oznaCovany ijako CTL. Fagocyty (patfi mezi n¢ neutrofilni a eosinofilni granulocyty
a monocyty, jejichz tkanovou formou jsou makrofagy) maji schopnost rozeznavat povrchové
struktury mikroorganismti, napi. manany typické pro kvasinky aplisné. Fagocytdza
je spousténa interakcemi mezi lektiny fagocytd a sacharidovymi strukturami mikrobu.

Dulezité jsou ireceptory TLR skupiny ( Toll-like receptor), které se podobaji
receptoru pro cytokin IL-1, jenz se podili na zprostfedkovani systémové odpoveédi na zanét.
Nékteré kvasinky a plisné mohou byt intracelularnimi parazity.

Po pohlceni téchto paraziti makrofigy nastdva produkce IL-12 (Hoiejsi et Rihova,
2002). IL-12 aktivuje T lymfocyty, predevsim podtyp Tw 1 a zvySuje i cytotoxickou aktivitu
NK bunék. Typ Th lymfocytd TH17 ma zasadni vyznam pfiantimykotické aktivité
na sliznicich. RovnéZz pro antimykotickou obranu maji dilezitou roli imunitni receptory typu
Toll (TLR) alektinové receptory typu C (CLR) (Brown etal., 2012). Lze se domnivat,
ze jednotlivé TLR receptory maji v imunologické odpovédi odliSné biologické vlastnosti

(Blasi et al., 2005).

17



LPS

/ﬂ
i

Bactorm% C) .\ ~\ .
(\ \ i \ .
‘\ )
w0 . N e

. TIRAP  TRAM
——‘t \ J) 4

N 5 1 | ——
E y it 4

b —
A B
C —f S b —
k“-—r\ ‘Pro -caspase 1 _I?S CR:'B Ml",‘}j R:f# |
N 1 8
\\‘ \_)V.Aclwe .

\ l caspase 1

e Py = . —
/| Mature 11 | (¥ Pro-IL-15 | 4 s s
/ and IL- 18 | and i pro- IL- 18 i R 4 -

Nature Reviews | Inmunology

Obrazek 9: Schéma produkce cytokinti imunitnim systémem a aktivace T bun¢k na zakladé signalt

indukovanych bakteriemi

Zdroj: https://www.researchgate.net/profile/Kingston_Mills/publication/51810938/figure/fig3
/AS:282066458562595@1444261292363/Bacterium induced signalling in innate immune

cells leads to cytokine production that.png

Genetické defekty Tw17 se podili na zvySené nachylnosti k chronickému pribéhu
mykoz. Bohuzel téméf chybi genetické a dals$i prognostické biomarkery pro identifikaci
vysoce rizikovych pacient (Brown et al., 2012).

Vyskyt dermatofytl v kiizi vyvolava tvorbu humoralnich a celularnich protilatek, které

Ize prokazat pomoci intrakutannimi testy. Po aplikaci houbového antigenu (trichofytin) muze

vzniknout casna reakce (l.typu) anebo pozdni reakce (IV. typu). Trichofytiny jsou

glykoproteiny, jejichz glycidova ¢ast zodpovida za ¢asnou reakci a ¢ast peptidova za reakci
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pozdni. Tyto testy maji pouze okrajovy diagnosticky vyznam, protoze reakci lze vyvolat jesté
nékolik let po vylééeni mykozy. Je otazkou, zda protilatky maji vyznam pro prekonani

onemocnéni anebo zda se mohou podilet ha imunizaci (Braun-Falco et al., 2001).

5.1 Antimykotika

Antimykotika jsou latky zabrafujici rastu plisni a kvasinek tedy s fungstatickym
ucinkem anebo pisobicich jejich uhynuti, majici tudiz fungicidni ucinek. Dle mechanismu
jejich ucinku jsou dé€leny naspecificka, ktera zasahuji do metabolismu patogent,
a nespecificka, ktera pusobi fungistaticky a velmi Casto i bakteriostaticky, nebot’ vysledkem
jejich  pusobeni je denaturace bilkovin azména permeability bunéfné membrany.
Z chemického hlediska sejednd o rtznorodé latky jako jsou peptidy, echinokandiny,
benzofurany, polyeny a dalsi (Suchopar, 1997; Zacchino et al., 2017).

5.1.1 Specificka antimykotika

Specifickd antimykotika mudzeme délit dle chemického slozeni (Tabulka 3)
do 3 zékladnich skupin a ostatni bez ohledu na chemické slozeni (Tabulka 4).
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Tabulka 3: Specificka antimykotika délena na zakladé chemického sloZeni (Suchopar, 1997; Zacchino

etal., 2017)
skupina zastupce udinek
nystatin, vazou Se naegosterol atim inhibuji  tvorbu
Polyenova natamycin, bunééné membrany, zvySuji jeji permeabilitu,
zhor$uji  jeji  bariérovou funkci ato vede
amphotericin B . . i
az k bunééné smrti
bifonazol, clotrimazol zasahuji do syntézy ergosterolu, nebot’ pisobi
Aquova ' econazol. fluconazol jako inhibitory 14a- demetylazy nezbytné
(imidazolova,

triazolova )

pro syntézu ergosterolu vV bunécné sténé

isoconazol, itraconazol

ketoconazol, miconazol

oxiconazol, posaconazol

ravuconazol, voriconazol

Allylaminova

naftifin

terbinafin

inhibuji ~ skvalen monooxigenazu, coz vede

k hromadéni skvalenu, nasledné pak K poruseni

bunééné stény a ke smrti buiiky

Tabulka 4: dalsi specificka antimykotika (Suchopar, 1997; Zacchino et al., 2017)

Specificka antimykotika

skupina zastupce ucinek
Thiokarbamatové  tolnaftat, tolciclat pusobi inhibici skvalenové monooxidazy
slouceniny
Pyridonova ciclopirox olamin ovlivilyji syntézu RNA a DNA a podili

se i na intracelularni depleci drasliku
Morfolinové amorolfin pusobi hromadéni 14-ignosterolu v bunécné
derivaty membrané a nedostatek ergosterolu
Benzofuran griseofulvin poskozuje mikrotubuly bunécného cytoskeletu

a bunka se nemuze délit

Echinokandiny

kaspofungin, anidulafungin

a mikafungin

dochazi k inhibici syntézy glukanu ve sténé
mikromycety
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5.1.2 Nespecificka antimykotika

Mezi tato 1éCiva jsou fazeny latky majici antifungalni ucinek rtizné spolehlivosti. Jsou
pouzivany spiSe pouze jako doplikova léCiva ke specifickym antimykotikiim. Znesnadiuji
rezistenci vuci specifickym antimykotikiim. Tato rezistence neni nijak vyjime¢na (Peman
et al., 2009).

Do skupiny téchto latek jsou zahrnuty rizné kyseliny (acidum salicylicum, acidum
boricum, acidum benzoicum, acidum uncylenicum), aldehydy (formaldehyd), organicka
barviva (viride nitens, methylrosanilinii chloridum), derivaty fenold (resorcinol,
2-chlor-4-nitrophenol, hexachlorophen), 8-chinolinol (cloroxin), slou¢eniny jodu a siry, dehty
(lithantracis pix) a jim ptibuzné latky chrysarobin nebo dithranol (cignolin). Nevyhodou
pii pouzivani téchto latek mize byt ijejich zapach anezadouci barveni kize ¢i odévu

(Suchopar, 1997).
5.2 Antifungalni rezistence a jeji mechanismy

Rezistence  mikroorganismi  vi¢i  antimykotickym  prepardtim  se déli
na mikrobiologickou a klinickou amutze byt bud’ primarni (vnitini) anebo sekundarni
(ziskand). Antifungélni rezistence vyznamné ovliviiuje UspéSnost ¢i neuspeésnost 1écby
(Peman et al., 2009).

Nejvétsi nachylnost k rezistenci vuéi antimykotikim vykazovaly rody Candida,
Cryptoccocus a Aspegillus. Mezi mechanismy rezistence patii: snizena koncentrace
intracelularnich 1é¢iv aktivaci efluxnich systémi, snizeni penetrace 1éCiva, zména cilového
mista @ nadmérna exprese cilového enzymu a vznik nahradnich drah (Zacchino et al., 2017),
bodové mutace a/nebo nadmérna exprese gend, enzymatické mutace, zvySena aktivita enzymi
nebo defekty biosyntézy ergosteroli (Peman etal., 2009).Vzhledem Kk rozsiteni rezistence
patogend vuci antimykotikiim jsou hledany a testovany nové latky na antifungélni aktivitu.
V soucasné dob¢ jsou zkouSeny nékteré piirodni latky v kombinaci s konvencnimi 1é¢ivy

Vv roli adjuvantd.
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5.3 Latky testované na antifungalni aktivitu

V poslednich letech vzhledem zvySené rezistenci mikroorganismt vuci standardné
uzivanym antimikrobidlnim preparatim ajejich vedlejsim nékdy ivelmi zavaznym
nezadoucim u¢inktum, je pozornost védci zaméfena na vyzkum antimikrobialnich vlastnosti

prirodnich latek.

5.3.1 Epigalokatechin galat (EGCG)

Epigalokatechin galat je ester epigalokatechinu a kyseliny galové vyskutujici se jako
nejhojnéjsi katechin v ¢aji. EGCg ma inhibi¢ni ucinek narast klinickych izolatd druhu
Candida (Park etal.,, 2006). Vysledky studii invitro iinvivo potvrdily zvySenou
antimykotickou uc¢innost v kombinaci amfotericinu B proti rezistentnimu kmenu Candida
albicans (Zacchino et al., 2017). Pti testovani 35 izolati 3 kment dermatofytti ( Microsporum
canis, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum) se antifungalni aktivita EGCG
projevila u vsech testovanych klinickych izolati. Hodnota MIC se pohybovala v rozmezi
0d 0,5 do 16 pg/ml. Tento u¢inek EGCG byl piiblizné¢ 4krat vyssi nez aktivita flukonazolu

a byl 4 az 16krat vyssi nez ucinek flucytozinu (Park et al., 2006).

5.3.2 Kurkumin

Kurkumin je diferuloylmethan, ktery je obsazen v oddencich rostlin rodu Curcuma.
Je to ptirodni  zlutooranzové barvivo. Studie invivo namySich ukazuje nazvySeni
antimmikrobialniho G¢inku  flukonazolu za ptitomnosti kurkuminu proti patogenu
Cryptoccocus gatii (Zacchino etal., 2017). U kmenu Candida albicans a Candida glabrata
byla piitestovani antimikrobialni aktivity kurkuminu stanovena MIC 250 az 500 pg/ml
(Neelofar et al., 2011).

5.3.3 Terpeny

Pfi testovani citlivosti kmenti Candida rezistentnich ke flukonazolu, byl prokazan
fungicidni u¢inek terpentt thymolu a karvakrolu. RovnéZz setyto terpeny ucastnily
transformace fungistatické aktivity flukonazolu na fungicidni (Ahmad et al., 2013). Karvakrol
zpusobil lyzu bun€k a ztratu integrity bunééné membrany u testovaného kmene Canndida
albicans (James Bound et al., 2016).

Byla prokazana rovnéz synergie flukonazolu s karvonem, mentolem a mentonem

z matové silice. Jejich antifungalni ucinek spociva ve snizeni koncentrace ergosterold,
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coz inhibuje PM-ATPazu avede K intracelularnimu okyselovani a nakonec bunééné smrti
(Samber et al., 2015).

Byl prokazan synergisticky vliv flukonazolu a geraniolu proti Trichophyton rubrum
(Khan et Ahmad, 2011).

Pfi vyzkumu antimikrobidlni aktivity cymen projevoval inhibi¢ni schopnosti vici
kvasinkam. Silice obsahujici 47 % cymenu, vykazovala vysokou inhibi¢ni aktivitu vuci
patogenu Aspegillus flavus (Marchese et al., 2017).

Byly zkoumany i antifungalni vlastnosti silic z rostlin Cinnamomum verum, Thymus
capitatus, Syzygium aromaticum a Pelargonium graveolens, které vykazovaly Siroké

spektrum G¢innosti proti riznym patogennim kmentim Candida (Essid et al., 2017).
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6 Experimentalni ¢ast

V ramci experimentu byla pomoci modifikované mikrodiluéni metody testovana
antifungalni aktivita sedmi extraktli a jedné silice ziskanych z riiznych chemotypt konopi.

Vsechny extrakty byly testovany ve tfech technickych a ve dvou nezavislych opakovanich.

6.1 Rostlinny material

Extrakty a silice pouzité k testovani antifungalni aktivity byly ziskdny z rostlin konopi
vypéstovanych na Katedie rostlinné vyroby Fakulty agrobiologie potravinovych a ptirodnich
zdroji Ceské zemédélské univerzity v Praze v roce 2015. Jednalo se o ethanolové extrakty
pripravené ze samiciho kvétenstvi, silice byla taktéz ziskana z kvétenstvi (Tab. 5).

Z vyse uvedenych extraktli byly do dimethylsulfoxidu (DMSO) pfipraveny zasobni
roztoky o koncentraci 51,2 mg/ml, které byly skladovany v mrazéku (-20 °C) do dalsiho
pouziti.

Sledovani antifungalniho u¢inku extraktu asilice z1ééebného konopi probihalo
u3typti dermatofyta: Epidermaphyton flocossum (EF), Microsporum canis (MC)
a Trichophyton interdigitalis (TI).

Testované vzorky ethanolovych extraktt a silice byly oznaceny ¢isly. Jejich seznam je
uveden v tabulce 5.
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Tabulka 5: Identifikace jednotlivych vzorki a obsah THC a CBD v kvétenstvi (%)

Poradi Nazev odridy Obsah THC (%) Obsah CBD (%)

oznaceni Vv kvétenstvi Vv kvétenstvi
1 Conspiracy Kush 14 az 21 0,4
2 Jillybean 15az 16 0,4
3 Nurse Jackie 17 az 18 0,5
4 Jack Skellington 17 az 22 0,5
5 National Health Service 18 az 20 0,5
6 Nordle 12 az 16 0,4
7 McLove 152720 0,1
S silice McLove - -

6.2 Testované plisné

Sledovani antifungalniho Gc¢inku extraktu a silice z 1écebného konopi probihalo u 3
typt dermatofytt: Epidermaphyton flocossum (EF), Microsporum canis (MC) a Trichophyton
interdigitalis (TI). Testované mikroorganismy byly zakoupeny z Ceské sbirky
mikroorganismii (CCM). Jako pozitivni kontrola bylo pouzito antibiotikum griseofluvin
(FARKOS NPF RU), jehoz zasobni roztok (51,2 mg/ml) byl pfipraven ve dvou riiznych
rozpoustédlech. V prvnim piipadé bylo pouzito dimethylsulfoxidu (PENTA, CZ) a druhy
vzorek byl rozpustén v 70% lihu (PENTA, CZ).

6.3 Testovani antifungalni aktivity pomoci mikrodilu¢ni metody

Testovani probihalo ve sterilnim prostfedi, které bylo zajiSténo laminarnim kabinetem
(flow box, FASTER IT), vSechna pouZita média a nastroje byly sterilni.
6.3.1 Priprava inokula

Inokulum jednotlivych dermatofyti bylo ziskano z tyden starych kultur seskrabanim
mycelia a jeho nasledném rozpusténi ve zndmém mnozstvi fyziologickém roztoku (slozeni

roztoku: NaCl 8,5% (w/v), Tween 80 1% (w/v) a pepton 1% (w/v)). Chemikdlie byly
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zakoupeny od PENTA, CZ a Carl Roth, GmBH, DE. Hustota ziskan¢ho inokula byla nasledné
vyhodnocena pomoci Biirkerovy komirky pro pocitdni fragmentii sledovanych
mikroorganismil. Inokulum bylo nafedéno na vyslednou koncentraci 5.10% kolonie tvorici

jednotky (KTJ)/ml.

6.3.2 Mikrodilu¢ni metoda

Testy extrakti byly provadény na 96jamkovych mikrotitraénich destickach, jako
ristové médium bylo pouzito RPMI médium (Sigma Aldrich, CZ). Ze zasobnich roztokl
extraktti a antibiotika byl do RPMI média pfipraven pracovni roztok o koncentraci 2048
pug/ml, ten byl nasledné pomoci dvojnasobného fedéni natedén, do kazdé jamky bylo dale
pfidano 100 pl pfipraveného inokula. Vysledné testované koncentrace byly nasledujici 1024,
512,256, 128, 64, 32 a 8 pg/ml (Obrazek 10). Poté byly mikrotitra¢ni desti¢ky inkubovany 48

hodin ve tmé pfi laboratorni teploté 27 °C.

(ng/ml) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1024 A

512 B

256 C

128 D

64 E

32 F

16 G

KN — kontrola nartstu, E1/1 — extrakt 1 v 1. opakovani, E1/2 — extrakt 1 ve 2. opakovani, E1/3 — extrakt 1 ve 3.
opakovani, E2/1 — extrakt 2 v 1. opakovani, E2/2 — extrakt 2 ve 2. opakovani, E2/3 — extrakt 2 ve 3. opakovani,
E3/1 — extrakt 3 v 1. opakovani, E3/2 — extrakt 3 ve 2. opakovani, E3/3 — extrakt 3 ve 3. opakovani, KC —
kontrola Cistoty

Obrazek 10: Schéma mikrotitra¢ni desticky
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Mikrodiluéni metoda neumoziuje zcela spolehlivé vizualni vyhodnoceni naristu
dermatofyt. Z tohoto divodu, bylo z kazdé jamky pfeneseno 100 pl roztoku na Etvrcené
Petriho misky s modifikovanym Sabourauduvym agarem (SDA) (Sabouraud Dextrose Broth,
Sigma Aldrich CZ, AGAR NO.1 OXOID CZ) o pH 7. Inokulované Petriho misky byly dale

kultivovany ve tmé pfi laboratorni teploté 27 °C.

Hodnoceni fungicidniho a fungistatického ucinku jednotlivych extraktd bylo
provadéno vzdy 3., 6. a 9. den po naockovani. Vyhodnocovani probihalo vizualné na zékladé
pfedem definované stupnice miry naristu mikroorganismt.. Stupnice hodnoceni nariistu
mikroorganismi se pohybovala u Epidermophyton floccosum v hodnotach 0 az 2,0 a u
Microsporum canis a Trichophyton interdigitale v hodnotach 0 az 1,5 (Tabulka 6). Vysledné
hodnoty byly pfevedeny na procenta. Hodnoty nartstu plisni v jednotlivych dnech pak byly

vyjadieny jako procento z maximalni hodnoty nartistu kontroly (Tabulka 9 az 11).
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Tabulka 6: Stupnice hodnoceni naristu mikroorganismi

Stupnice hodnoceni naristu mikroorganismi

stupnice Epidermophyton floccosum Microsporum canis

Trichophyton interdigitale

0,0

0,1

0,5

1,0

1,5

2,0

Zdroj: autorka
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7 Vysledky

Namétené hodnoty hustoty narGstu testovanych mikroorganismit byly vyznamné
rozdilné. LiSily se jak mezi jednotlivymi testovanymi latkami, tak i mezi antifungalnimi
ucinky na sledované mikroorganismy. Pfevazovala fungistaticka aktivita extrakti. Fungicidni

aktivita jednotlivych latek je spolu s G¢innou koncentraci uvedena v tabulce 7.

Tabulka 7: Fungicidni koncentrace (ng/ml) testovanych latek

Fungicidni koncentrace (pg/ml) testovanych latek

Epidermophyton Microsporum canis Trichophyton
floccosum interdigitale
Extrakt 1 128 1024
Extrakt 2 - - -
Extrakt 3 _ 128 -
Extrakt 4 : - -
Extrakt 5 _ 1024 -
Extrakt 6 - 1024 256
Extrakt 7 - 1024 256
Silice - -
ATB - DMSO : 128 -
ATB - LiH : - -

Zdroj: autorka
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Tabulka 8: Hodnoty hustoty nariistu Epidermophyton floccosum vyjadi‘ené v procentech vztazené k maximalnimu naristu pri

testovani vybranych litek v 8 riznych koncentracich (ng/ml), které byly odeditany 3., 6. a 9. den po inokulaci

Epidermiphyton floccosum

dny 3. 6. 9. 3. 6. 9. 3. 6. 9. 3. 6. 0. 3. 6. 9. 3. 6. 9. 3. 6. 0. 3. 6. 9.
KN 25 75 100 25 /5 100 25 /5 100 25 Y5 100 25 /5 100 25 Y5 100 25 V5 100 25 75 100
pg/ml 1024 512 256 128 64 32 16 8

El 5 5 25 5 25 25 5 25 50 25 50 50 25 75 75 25 75 75 25 75 75 25 75 75
E?2 5 25 50 25 25 50 25 25 50 25 50 50 25 50 S50 25 50 75 25 50 /5 25 50 75
E3 5 25 75 25 75 75 25 75 75 25 75 75 25 75 75 25 75 100 25 75 100 25 75 100
E4 5 50 50 25 50 50 25 S50 S50 25 50 50 25 V5 Y5 25 75 75 25 Y5 75 25 75 75
ES5 5 5 25 25 25 25 25 25 50 25 50 50 25 S50 50 25 S50 S50 25 50 50 25 50 Y5
EG6 5 5 25 5 &5 25 5 25 25 25 25 50 25 S50 Y5 25 75 75 25 /5 75 25 75 U5
E7 0O 5 25 0 5 25 5 25 25 &5 25 25 5 25 25 5 25 25 25 50 50 25 50 75
Silice 5 25 50 5 25 50 5 25 50 5 25 50 S5 50 S50 25 50 50 25 50 50 25 50 50
A-D |25 75 100 25 75 100 25 75 100 25 75 100 25 75 100 25 75 100 25 75 100 25 75 100
A-L 25 75 100 25 75 100 25 Y5 100 25 75 100 25 75 100 25 Y5 100 25 75 100 25 75 100

Tabulka 8: KN — kontrola nartstu, E1 — extrakt 1, E2 — extrakt 2, E3 — extrakt 3, E4 — extrakt 4, E5 — extrakt 5, E6 — extrakt 6, E7 — extrakt 7, A-D — antibiotika rozpusténa
v DMSO, A-L - antibiotika rozpu$téna v lihu

Zdroj: autorka
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Tabulka 9: Hodnoty hustoty naristu Microsporum canis vyjadiené v procentech vztaZzené k maximalnimu naristu pii testovani

vybranych latek v 8 riiznych koncentracich (ug/ml), které byly odecitany 3., 6. a 9. den po inokulaci

Microsporum canis

dny 3 6 9 |3 6 9 |3 6 9 3 6 9 |3 6 9 |3 6 9 |3 6 9 |3 6 o
KN |33 67 100 33 67 100 33 67 100 33 67 100 33 67 100 33 67 100 33 67 100 33 67 100
png/ml 1024 512 256 128 64 32 16 8

E1 |0O 0 0 0 0O O O 0O O O O 0 0 0 7 0 0 7 7 7 3 7 33 67
E2 |0 7 7 33 33 33 33 33 67 33 33 67 33 33 67 33 33 67 33 33 67 33 33 67
E3 |0 o o o 0O O O O O O O O O O 7 O 7 7 0 7 33 7 33 33
E4 |7 o o 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 33 7 33 33 33 33 33 33 33 33
E5 |0 0 0 0 O 0o 7 0o 7 0o 7 7 7 3 7 7 3 7 7 33
E6 |0 0O 0O 0 O 0 o0 0 0 7 33 33 67 33 33 67 33 67 100
E7 |o o o 7 7 33 7 7 33 7 33 33 7 33 33 33 33 33 33 33 67 33 33 67
Silice | 33 33 67 33 33 67 33 33 67 33 33 67 33 33 100 33 67 100 33 67 100 33 67 100
AD|O O O 0 0O O 0 0O O 0 0 O 33 33 33 33 7 33 33 7 33 33
AL |7 7 3 7 7 3 7 7 3 7 7 33 33 33 33 33 7 33 67 7 33 67

Tabulka 9: KN — kontrola nariistu, E1 — extrakt 1, E2 — extrakt 2, E3 — extrakt 3, E4 — extrakt 4, E5 — extrakt 5, E6 — extrakt 6, E7 — extrakt 7, A-D — antibiotika rozpusténa
v DMSO, A-L — antibiotika rozpus§téna v lihu

Zdroj: autorka
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Tabulka 10: Hodnoty hustoty narastu Trichophyton interdigitale vyjadiené v procentech vztazené k maximalnimu naridstu pii

testovani vybranych latek v 8 riznych koncentracich (ug/ml), které byly odeditany 3., 6. a 9. den po inokulaci

Trichophyton interdigitale

dny 3. 6. 9 [3 6. 9 [3 6 9 [3 6 9 |3 6 9 [3 6 9 [3 6 9 [3 6 09

KN 33 67 100 33 67 100 33 67 100 33 67 100 33 67 100 33 67 100 33 67 100 33 67 100
ng/ml 1024 | 512 | 256 | 128 | 64 \ 32 \ 16 \ 8

E1 0 0 O 7 33 33 7 33 33 33 67 100 33 67 100 33 67 100 33 67 100 33 67 100
E2 0 7 7 7 33 33 7 33 67 33 33 100 33 33 100 33 67 100 33 67 100 33 67 100
E3 o 7 7 0 7 7 7 7 33 33 33 67 33 33 67 33 33 67 33 33 67 33 33 67
E4 7 7 3 7 33 67 33 33 67 33 33 67 33 67 67 33 67 67 33 67 67 33 67 67
E5 o 7 7 7 33 33 7 33 33 7 33 67 7 33 67 7 33 67 33 33 100 33 67 100
E6 o 0 0 0o 0O O O O O O O 7 O O 7 7 33 3 7 3 67 7 33 67
E7 o o 0o o0 0O o0 O O o O 7 7 7 3 33 7 33 33 7 33 67 33 33 67
Silice | 7 7 33 7 67 67 33 67 100 33 67 100 33 67 100 33 67 100 33 67 100 33 67 100
A-D o 7 7 o0 7 7 O 7 7 O 7 7 O 7 7 0 7 7 0 7 7 7 33 100
A-L O 7 7 0 7 7 0 33 33 0 33 33 0 33 33 0 33 33 0 33 67 33 67 100

Tabulka 10: KN — kontrola narastu, E1 — extrakt 1, E2 — extrakt 2, E3 — extrakt 3, E4 — extrakt 4, E5 — extrakt 5, E6 — extrakt 6, E7 — extrakt 7, A-D — antibiotika rozpus§téna
v DMSO, A-L — antibiotika rozpusténa Vv lihu

Zdroj: autorka
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7.1 Extrakt1

Extrakt 1 vykazoval nejvyssi fungicidni ucinek u testovaného mikroorganismu
Microsporum canis Vv koncentraci 128 pg/ml a u Trichophyton interdigitale v koncentraci
128 ug/ml  (graf 3). U Epidermophyton floccosum ucinkoval pouze fungistaticky
a v koncentraci 128 ug/ml a 9. den dosahoval jeho nartst 50% oproti kontrolnimu nartstu
(graf 1). Fungistaticky ucinek u patogenu Microsporum canis dosahoval 9.den méfeni
v koncentraci 16 pg/ml s hustotou nartstu 33 % (graf 2).

Epidermophyton floccosum -3.,6.,9. den — Extrakt 1

__ 120,00
X 100,00
2 80,00
3 60,00 EF - EX1/3.den
‘2 40,00 EF - EX1/6.den
% 20,00 EF - EX1/9.den
£ 0,00 :
2 1024 512 256 128 64 32 16 8 WEF - KN
koncentrace testované latky (ug/ml)
Graf 1: Extrakt 1 - hustota nartstu Epidermophyton floccosum 3., 6., a 9. den
Zdroj: autorka
Microsporum canis -3.,6.,9. den — Extrakt 1
__ 120,00
= 100,00
2 80,00
3 60,00 MC - EX1/3.den
‘2 40,00 MC - EX1/6.den
8 20,00
g 0,00 MC - EX1/9.den
2 1024 512 256 128 64 32 16 8 B MC - KN

koncentrace testované latky (pug/ml)

Graf 2: Extrakt 1 - hustota nartistu Microsporum canis 3., 6., a 9. den

Zdroj: autorka
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Trichophyton interdigitale -3.,6.,9. den — Extrakt 1

120,00

X 100,00

2 80,00 TI- EX1/3.den
03>

2 60,00

T ’ Tl - EX1/6.den
< 40,00

S 20,00 Tl - EX1/9.den
2

3 000 mTI-KN

< 1024 512 256 128 64 32 16 8

koncentrace testované latky (ug/ml)

Graf 3: Extrakt 1 - hustota narastu Trichophyton interdigitale 3., 6., a 9. den

Zdroj: autorka

7.2 Extrakt 2

U Zé&dného ztestovanych mikroorganismi tento extrakt nevykazoval fungicidni
ucinek. Jeho fungistaticky Géinek byl nejstabilnéjsi u dermatofytu Microsporum canis, nebot’
6. den sledovani naristu nepiekrocil hodnotu 33 % hustoty nartistu oproti kontrole ani pii

nejnizsi testované koncentraci 8 pg/ml (graf 5). Epidermophyton floccosum nepiekrogil

hodnotu nardstu 75 % oproti kontrole ani 9. den pii nejnizsi testované koncentraci (graf 4).

Epidermophyton floccosum -3.,6.,9. den — Extrakt 2

120,00
=X 100,00
>
g 80,00 EF - EX2/3.den
2 60,00
© EF - EX2/6.den
40,00
5 20,00 EF - EX2/9.den
wv
2 0,00 WEF- KN
1024 512 256 128 64 32 16 8

koncentrace testované latky (ug/ml)

Graf 4: Extrakt 2 - hustota nartastu Epidermophyton floccosum 3., 6., 2 9. den

Zdroj: autorka
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Microsporum canis -3.,6.,9. den — Extrakt 2

120,00

& 100,00

=}

g 8000 MC - EX2/3.den
2 60,00

S 20,00 MC - EX2/9.den
(%]

2 0w B MC- KN

1024 512 256 128 64 32 16 8
koncentrace testované latky (ug/ml)
Graf 5: Extrakt 2 - hustota nartistu Microsporum canis 3., 6., a2 9. den
Zdroj: autorka
Trichophyton interdigitale -3.,6.,9. den — Extrakt 2

120,00

X 100,00

>

7 80,00 TI- EX2/3.den
= 60,00

£ 40,00 Tl - EX2/6.den
S 20,00 TI- EX2/9.den
(%]
2 00 mTI-KN
1024 512 256 128 64 32 16 8

koncentrace testované latky (pug/ml)

Graf 6: Extrakt 2 - hustota nartstu Trichophyton interdigitale 3., 6., 2 9. den

Zdroj: autorka

7.3 Extrakt 3

Extrakt 3 projevil vyrazny fungicidni i fungistaticky uc¢inek u mikroorganismu
Microsporum canis. Fungicidné u tohoto patogenu pusobil v koncentraci 128 pg/ml. Jeho
maximalni hustota naristu byla 9. den v koncentraci 16 pg/ml a 6. a 9. den v koncentraci 8
ug/ml. Tato hodnota dosahovala maxima 33 % oproti kontrole nardstu (graf 8). U
Trichophyton interdigitale byla 6. den hustota nartstu 7 % v koncentraci 256 pg/ml a vyssich.
narustu (graf 9). U Epidermophyton floccosum v koncentraci 64 pg/ml a vyssi, neptesahla
hustota nartstu 75 %. V koncentracich 32 pg/ml a nizSich dosahla hustota nartistu 100% proti

kontrole narustu (graf 7).
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Epidermophyton floccosum -3.,6.,9. den — Extrakt 3

120,00
X 100,00
Z 80,00 EF - EX3/3.den
2 60,00
T 40,00 EF - EX3/6.den
£ 20,00 EF - EX3/9.den
g 00 WEF-KN
< 1024 i
koncentrace testované Iatky (ug/ml)
Graf 7: Extrakt 3 - hustota nartistu Epidermophyton floccosum 3., 6., a 9. den
Zdroj: autorka
Microsporum canis -3.,6.,9. den — Extrakt 3
120,00
& 100,00
=}
7 80,00 MC - EX3/3.den
= 60,00
£ 40,00 MC - EX3/6.den
:é' 20,00 MC - EX3/9.den
S 0,00
< 1024
koncentrace testované Iatky (ug/ml)
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7.4 Extrakt4

Extrakt 4 pusobil fungicidné pouze u Microsporum canis v koncentraci 1024 pg/ml.

(graf 11). U dalSich dvou testovanych patogend byl jeho fungistaticky u¢inek nizsi, ale i
ptresto nejvyssi hodnota nardstu 9. den pfi nejnizsi koncentraci dosahovala proti kontrole
narustu 75 % (graf 10). Trichophyton interdigitale 9. den sledovani dosahoval stabilniho

vysledku hustoty nartistu 67 % v rozmezi koncentraci 8 az 512 pg/ml testovaného extraktu

v médiu (graf 12).
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Graf 10: Extrakt 4 - hustota narastu Epidermophyton floccosum 3., 6., a 9. den
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Graf 11: Extrakt 4 - hustota nardstu Microsporum canis 3., 6., 2 9. den

Zdroj: autorka
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Trichophyton interdigitale -3.,6.,9. den — Extrakt 4
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Graf 12: Extrakt 4 - hustota nardstu Trichophyton interdigitale 3., 6., a 9. den

Zdroj: autorka

7.5 Extrakt5

Extrakt 5 vykazoval fungicidni G¢inky pouze u Microsporum canis a to v koncentraci
1024 pg/ml. Jeho fungistaticka aktivita byla velmi stabilni a 9. den sledovani byla nejvyyssi
hodnota hustoty nartstu pouze 33 % iVnejnizS$i koncentraci 8 pg/ml (graf 14).

U Epidermophyton floccosum dosahovala hustota narustu 9. den v koncentraci 512 ug/ml

8 nug/ml nepiesahla 75 % proti kontrole (graf 13). Trichophyton interdigitale mél v nejvyssi
sledované koncentraci 1024 pg/ml 9. den sledovani hustotu naristu 7%, pfi¢emz

v koncentraci 16 a 8 ug/ml vykazoval 9. den sledovani hustotu narustu 100 % ve srovnani

s kontrolou narustu.
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Graf 13: Extrakt 5 - hustota nartstu Epidermophyton floccosum 3., 6., a 9. den

Zdroj: autorka
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Microsporum canis -3.,6.,9. den — Extrakt 5
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Graf 15: Extrakt 5 - hustota nartastu Trichophyton interdigitale 3., 6., 2 9. den
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7.6 Extrakt 6

Extrakt 6 pusobil fungicidn¢ u Microsporum canis Vv koncentraci 1024 pg/ml
a u Trichophyton interdigitale v koncentraci 256 pg/ml. U Microsporum canis mél
fungistaticky ucinek v koncentraci 64 pg/ml, kdy 9. den dosahla jeho hustota nardstu v této
koncentraci 7 % hustoty narustu proti kontrole. Tento jeho ucinek klesal a v koncentraci
16 pg/ml dosahoval 9. den sledovani uz 100 % hustoty nardstu V porovnani s kontrolou
narustu (graf 17). U Trichophyton interdigitale byla maximalni hodnota hustoty nartstu
9. den sledovani 7% v koncentraci 64 pg/ml. Nejvétsi naméfend hodnota hustoty nardstu

tohoto mikroorganismu nepiesahla 67 % proti kontole narastu (graf 18). Tento extrakt piisobil
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fungistaticky 1 na mikroorganismus Epidermophyton floccosum. Koncentrace 256 pg/ml
vykazovala 9. den sledovani hustoty nardstu hodnotu 25 % proti kontrole nardstu a jeji
maximalni hustota narGstu nepifesahla 75 % (graf 16). Trichophyton interdigitale
v koncentraci 32 pg/ml neptesahuje hustotu naristu 33 % proti kontrole naristu a maximalni

hodnota hustoty narastu je 67 % (graf 18).
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Graf 16: Extrakt 6 - hustota naristu Epidermophyton floccosum 3., 6., a2 9. den
Zdroj: autorka
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Zdroj: autorka
Trichyphyton interdigitale -3.,6.,9. den — Extrakt 6

150,00
=

S 100,00 TI - EX6/3.den
= 50,00 I I I I I I I I Tl - EX6/6.den
s 0,00 TI- EX6/9.den
o

g 1024 512 256 128 64 32 16 8 Tl -KN
c

koncentrace testované latky (ug/ml)
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7.7 Extrakt7

Tento extrakt vykazoval fungicidni aktivitu U dvou testovanych mikroorganismu.
U Trichophyton interdigitale se projevila  pfi koncentraci 256 ug/ml  (graf  21)
a u Microsporum canis v koncentraci 1024 ug/ml (graf 20). U tohoto extraktu lze pozorovat
stabilni fungistaticky ucinek. U Epidermophyton floccosum hustota nartistu nepiesahla 25%
pii koncentracich 32 az 1024 pg/ml. Maximalni hustota narustu dosahovala 75 % proti
kontrole nartstu v nejnizsi koncentraci 8 pg/ml (graf 19). U Microsporum canis byla hustota
narastu v koncentracich 32 az 512 ug/ml 33 % a nejvyssi hodnota hustoty nariistu nepiesahla

67 % proti kontrole naristu stejné jako u Trichophyton interdigitale.
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Graf 19: Extrakt 7 - hustota naristu Epidermophyton floccosum 3., 6., a 9. den
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Graf 21: Extrakt 7 - hustota narustu Trichophyton interdigitale 3., 6., a 9. den

7.8 Silice

Silice nevykazovala fungicidni ucinek U Zadného z testovanych mikroorganisma.
Nejvyraznéjsi  a nejstabilngjsi
floccosum, unéjz dosahovala 9. den sledovani hustoty narGstu maximalni hodnoty 50 %
oproti kontrole nardstu uvSech testovanych koncentraci, tj.Vvrozmezi 8 az 1024 pg/ml
(graf 22). U Microsporum canis v rozmezi koncentraci 128 az 1024 pg/ml dosahovala hustoty

narustu 67 % a od koncentrace 64 pug/ml to byla jiz hustota nartustu 100% proti kontrole

Zdroj: autorka
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fungistaticky ucinek méla na patogen Epidermophyton

narustu (graf 23). Trichophyton interdigitale vykazoval v nejvyssi koncentraci 1024 pg/ml

hustotu narastu 33 %, ale od koncentrace 256 pg/ml anizSich dosahoval hustoty narustu

100 % proti kontrole nartstu (graf 24).
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Graf 22: Silice - hustota narstu Epidermophyton floccosum 3., 6., a 9. den
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Microsporum canis -3.,6.,9. den — Silice
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Zdroj: autorka

7.9 Antibiotikum rozpusténé v DMSO
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Tato testovana latka méla fungicidni ucinek pouze u patogenu Microsporum canis

v koncentraci 128 ug/ml. U tohoto mikroorganismu dosahovala maximalni hustota nardstu

pouze hodnoty 33 % proti kontrole narastu (graf 26). U patogenu Trichophyton interdigitale

nebyla fungicidni aktivita pozorovana, ale byla vysledovana vyznamna fungistaticka aktivita,

nebot’” hodnota hustoty nartistu dosahovala v koncentracich 16 az 1024 pg/ml pouze 7 % proti

kontrole narustu. Byl pozorovan vysoky nartst v koncentraci 8 pg/ml, kdy hustota nartstu

dosahla 100 % proti kontrole narustu (graf 27). U mikroorganismu Epidermophyton

floccosum doslo u vsech testovanych koncentraci ke 100 % narGstu proti kontrole naristu

(graf 25).
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Graf 25: ATB - DMSO - hustota nartistu Epidermophyton floccosum 3., 6., a 9. den
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Graf 26: ATB-DMSO - hustota nartstu Microsporum canis 3., 6., a 9. den
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Graf 27: ATB - DMSO - hustota nartstu Trichophyton interdigitale 3., 6., 2 9. den
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7.10 Antibiotikum rozpusténé v lihu

Tato posledni testovana latka nevykazovala Zadnou fungicidni aktivitu.
U mikroorganismu Epidermophyton floccosum byla pozorovana hustota nardstu ve vSech
sledovanych koncentracich 100 % proti kontrole narastu (graf 28). U zbyvajicich
mikroorganismi toto antibiotikum pusobilo fungistaticky. U Microsporum canis byla
pozorovana hustota ndrastu V koncentracich 32 az 1024 pg/ml 33 % proti kontrole naristu,
Vv nizSich koncentracich dosahovala maxima 67 % (graf 29). Hustota narastu u Trichophyton
interdigitale v koncentraci 512 a 1024 ug/ml byla 7 %, v koncentracich 32 az 256 pg/ml
dosahovala hodnot 33% a Vv nejnizsi koncentraci 8 ug/ml byla hustota nartstu 100 % proti
kontrole nartistu. U tohoto mikroorganismu bylo pozorovano, Ze 3. den sledovani byla hustota

narGstu v koncentracich 16 az 1024 pg/ml nulova oproti kontrole nardstu (graf 30).
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8 Diskuze

Pfirodni latky jsou dnes jednim z hlavnich zdroji novych molekul, které jsou
zkoumany v souvislosti s objevenim a aplikaci novych 1é¢ebnych prostfedkd. Tyto ptirodni
zdroje mohou poskytovat obrovské mnozstvi komplexnich a strukturné¢ rtznorodych
sloucenin. Znacna pozornost je v posledni dob¢ vénovéana vyzkumu antimikrobidlniho t¢inku
rostlinnych extraktt, silic a sekundarnich metaboliti in vitro.

U testovanych extrakt konopi a silice proti vybranym dermatofytiim byla prokézana
v n¢kterych piipadech i fungicidni aktivita.

Epidermophyton floccosum vykazoval nejvyssi rezistenci vaci testovanym latkam i
kontrolnimu antibiotiku griseofulvinu, ktery se v pouzitych koncentracich ukazal jako
neucinny. Na zakladé vysledkt lze konstatovat, ze vSechny testované extrakty a silice
vykazovaly fungistatickou aktivitu u tohoto mikroorganismu. Pouze u extraktu 3 dosédhla
hustota naristu 100 % a to az v niz8ich koncentracich (8 az 32 pg/ml). Extrakty 5, 6 a 7 az do
koncentrace 128 pg/ml inhibovaly narast plisné¢ z 50 % V porovnani s kontrolou po celou
dobu sledovani. U testovanych extrakti se hustota narGstu zvySovala se sniZujici se
koncentraci, zatimco u silice byl nariist stabilni bez ohledu na koncentraci a nepfesahl 50 %.

Microsporum canis se ukazal jako nejcitlivéj$i z vybranych mikroorganismu
Kk testovanym latkam.V nejvyssi koncentraci 1024 pg/ml byla pozorovana fungicidni aktivita
u7 z 10 testovanych latek. Griseofulvin rozpustény v lihu mél pouze fungistaticky tc¢inek
zatimco griseofulvin rozpustény v DMSO pusobil az do koncentrace 128 pg/ml fungicidné,
hustota nartistu 33 %.

Trichophyton interdigitale — fungicidni aktivita byla prokazana v nejvyssi koncentraci
1024 pg/ml u extrakta 1, 6 a 7. Extrakt 1 ma dobrou antifungalni ¢innost pouze
Vv koncentraccich do 128 pg/ml. Grisefulvin neplisobil fungicidné v zadné koncentraci, ale
ucinkoval v roztoku DMSO velmi dobie fungistaticky, nebot' hustota naristu aZ do
koncentrace 16 pg/ml neptesahla 7 %. Testovana silice inhibovala rist plisné do koncentrace
512 pg/ml.

Rozdilna antifungalni aktivita testovanych extraktii je zcela jist¢ dana jejich riznym
chemickym slozenim, znac¢nou roli by mohlo sehrat zastoupeni terpenickych latek, které jsou
v extraktu obsaZzeny a u kterych byla uz v minulosti prokazdna antimikrobidlni aktivita

(Russo, 2011). Terpenicky profil testovanych latek bude v budoucnu analyzovan. Prozatim
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jsou k dispozici udaje o sloZeni silic téchto chemotypt, kde ptrevazuji terpeny karyofylen a
humulen.

Porovnani vysSe uvedenych vysledkl s literaturou je obtizné, nebot informace
0 antifungalni aktivit¢ konopnych extraktii nejsou dostupné. Srovnani s jinymi testovanymi
pfirodnimi latkami je mozné, avSak je tfeba vzit v tvahu, ze testovani neni jednotné,
napf. jsou pouzity rizné nestandardizované postupy piipravy inokula, riznorodd média a
podminky a délka inkubace.

Pii testovani antifungalnich uc¢inki extrakti z listd rostlin Calendula officinalis,
Acacia arabica, Altheae officinalis, Ginkgo biloba, Juglans regia, Osimum basilicum,
Solanum nigrum, Hypericum perforatum, Urtica dioica a Anagalis arvensis proti Epidermis
floccosum, Microsporum canis a Trichophyton rubrum vykazovaly vSechny rostliny
protiplisiovou aktivitu. Rozmezi jejich MIC se liSilo v zavislosti na pouzit¢ metode.
Pii pouziti odhadu inhibi¢ni zony se pohybovala v rozmezi 1 az 16 pg/ml. V ptipadé dilu¢ni
agarové metody bylo rozmezi hodnot 300 az 12800 pg/ml a pii dilu¢ni bujonové metodé byly
tyto hodnoty 200 az 12500 pg/ml (Massiha et Muradov, 2015).

Z testovanych mikroorganismi  (Microsporum canis, Microsporum gypseum,
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Trichophyton schoenleinii a
Epidermophyton floccosum) byl nejvice rezistentni Epidermophyton floccosum. (Massiha et
Muradov, 2015).

Nejvétsi inhibi¢ni ucinek z testovanych extrakti méla Calendula officinalis proti
Trichophyton rubrum (66,6 % inhibice, kdy aktivita griseofulvinu piedstavuje 100%) a proti
Epidermophyton floccosum (inhibice 65 %) (Massiha et Muradov, 2015).

Antimykotické preparaty Amphotericin B, Clotrimazol, latroconazol, Ketoconazol,
Miconazol, Fluconazol, G-1, Terbinafin, UR-9825 a Vorikonazol byly testovany proti 508
kmenim dermatofyti. S vyjimkou flukonazolu a G-1, bylo prokdzano, Ze vSechny
antifungalni latky jsou ucinné. Kmeny Epidermophyton floccosum byly nejcitlivejsi
K terstované latce UR-9825, jejiz MIC se byla v rozmezi 0,01 az 0,5 pg/ml. Na kmeny
Microsporum canis mél nejvyssi antimykoticky ucinek Clotrimazol (MIC 0,007 az 0,5 pg/ml)
a u kmenu Trichophyton interdigitale byl zjistén nejvyssi antigungalni u¢inek u Clotrimazolu
a latroconazolu, jejichz MIC se byla v rozmezi hodnot 0,01 az 0,5 pg/ml (Fernandez-Torres
etal., 2001).

Pfi vyzkumu antifungalni aktivity ¢ajovniku Melaleuca alternifolia bylo potvrzeno, ze
vSechny slozky esencidlniho oleje ¢ajovniku mimo B-myrcenu, mély antifungélni aktivitu.

Nejvyznamngj§imi slozkami majicimi MIC <0,25% byly terpinen-4-ol, linalool, a-pinen a
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1,8-cineol. Kmeny Epidermophyton floccosum mély MIC 0,008 az 0,03 % v/v; Microsporum
canis MIC 0,004 az 0,03 % v/v a Trichophyton interdigitale MIC 0,008 az 0,03 % v/v. Tyto
hodnoty byly porovnavany s griseofulvinem, jehoz MIC byla v rozmezi 250 az 1000 pg/ml
(Hammer et al., 2003).

Testovany esencialni olej Cajovniku obsahoval terpinen-4-ol (41,5 %), y-terpinen
(21,2 %), o-terpinen (10,2 %), terpinolen (3,5 %), a-pinen (2,5 %), 1,8-cineol (2,1 %),
aromadendren (1,0 %), limonen (0,9 %). Koncentrace B-myrcenu, B-pinenu, linaloolu a
phelandrenu nebyly stanoveny (Hammer et al., 2003). Testovany extrakt konopi genotypu
McLove obsahoval terpeny humulen (4,9 %), karyofylen (11,1 %), linalyl acetat (7,2 %),
guaiol ( 10,0 %), eudesmol (3,9 %), fenchol (3,3 %), limonen (2,7 %), pinanol (2,6 %) a dalsi.
Z vyse uvedeného 1ze usoudit, Ze i silice se podileji na fungistatické aktivité.

Rozdilné vysledky v u€incich jednotlivych silic mohou zpiisobeny né€kolika faktory.
Jednim z téchto faktori maze byt i material pomutcek pouzitych k testovani. VéEtSina terpenti
je ve vodném prostiedi jen velmi malo rozpustna. Dilezitym aspektem pii testovani
antimikrobidlni aktivity je dosazeni a udrzeni solubilizace testované latky a fyzického
kontaktu s testovanym mikroorganismem. Zvyseni koncentrace solubilniho ¢inidla Tween 80
20,001 na 0,1 % v mikrodilu¢nim testu nevedlo k vyznamné niz§imu MIC nebo MFC. Bylo
prokézano, ze dal§im faktorem, ktery miize ovlivnit hodnoty MIC a MFC je interakce
nckterych latek s urcitymi druhy plastl. Pfi testovani cajovnikové silice byly potvrzeny
vyznamné rozdily v MIC a MFC v zavislosti na pouZiti plastovych anebo sklenénych
kultivacnich misek. MIC a MFC byly vyrazné nizsi, kdyz bylo pouzito laboratorni sklo.
Rozpustnost slozek hraje dilezitou roli pii hodnoceni antimikrobidlni aktivity esencialnich
olejii, nebot’ velikost zony inhibice zavisi na difuzi téchto latek, které jsou vétSinou ve vodé a
vodném agarovém mediu nerozpustné (Hammer et al., 2003).

DalSim vyznamnym faktorem pfi srovnavani Gc€innosti antifungéalni aktivity rtiznych
latek je hustota inokula testovanych mikroorganismi.. V néterych studiich byla pouzita
inokula v rozmezi hodnot 10* az 10° KTJ/ml (Fernandez-Torres et al., 2001) anebo
10%® KTJ/ml (Hammer et al., 2003). Rozmezi téchto hodnot se lisi az o nékolik ¥adfi, coz mize
vést k vyznamnym rozdilim pfi srovnavani vysledkl jednotlivych studii.

Rozdily v antigungélni aktivité stejného antimykotika pouZité¢ho jako kontrolni latky
inhibujici rast mikroorganismii mohou byt zplisobeny jednak cistotou latky, rozpoustédlem

nebo pfipadnymi adjuvanty, které mohou antimykotickou aktivitu modifikovat.
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9 Zavér

Na zaklad¢ vysledki experimentu lze konstatovat, Ze hypotéza byla naplnéna. U

testovanych mikroorganismi byl prokazan fungistaticky ucinek u vSech testovanych extrakta
a silice. Fungicidni u¢inek mély pouze nékteré extrakty u patogentu Microsporum canis a
Trichophyton interdigitale. Mezi testovanymi konopnymi extrakty a silici byly rozdily
ve fungicidnim 1 fungistatickém ucinku mezi sebou navzidjem, iU jednotlivych extraktl
atestovanych mikroorganismi. Nejméné citlivy k testovanym latkdm byl patogen
Epidermophyton floccosum. Nejvyraznéjsi fungistatickou aktivitu u tohoto mikroorganismu
mél extrakt z chemotypu McLove, u kterého byla v koncentracich 32 -1024 pg/ml hustota
nartistu 25 % proti kontrole nartistu a konopna silice ze stejného chemotypu, kterd ve vSech
testovanych koncentracich vykazovala 50% narst.

Microsporum canis vykazoval nejvétsi citlivost k testovanym latkam, zejména
K extraktim z chemotypti Conspiracy Kush, Nurse Jackie a National Healt Service.
Trichophyton interdigitale byl nejcitlivéjsi ke konopnym extraktim z chemotypi Nordle
a McLove, které¢ shodné€ vykazovaly i fungicidni u¢inek.

Podrobnéjsi analyzy a izolace jednotlivych latek a jejich nasledné testovani, by mohlo
vést k jednoznacné identifikaci latek majici pfimou zodpovédnost za antifungalni ucinek proti

vybranym patogentim.
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11 Seznam pouzitych zkratek

CB
CBC
CBCA
CBD
CBE
CBG
CBL
CBN
CBN
CBND
CBT
CCM
CD4
CDs8
CLR
Czu
DMSO
EF

IL
HIV
KTJ
MC
MIC
NK (natural killer cell)
pH

pt. n. L
Tc

canabinoid receptor
kanabichromen

kyselina kanabichromenova
kanabidiol

kanabielsoin

kanabiergol

kanabicyklol

kanabinol

kanabinol

kanabinodiol

kanibitriol

Czech Collection of Microorganisms
typ Th

typ Tc

lektinovy receptor typu C

Ceska zemé&délska univerzita v Praze
dimetylsuloxid

Epidermophyton floccosum
interleukin

Human Immunodeficiency Virus
kolonie tvoftici jednotky
Microsporum canis

minimalni inhibi¢ni koncentrace

cytotoxické bunky imunitniho systému

angl. potential of hydrogen, lat. pondus hydrogenia

pfed naSim letopoctem

cytotoxické T lymfocyty
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Tw (helper) pomocné T lymfocyty

THC tetrahydrokanabinol

THCA kyselina tetrahydrokanabinolova
THCV tetrahydrokanabivarin

TLR Toll-like receptor

TI Trichophyton interdigitale

uv ultraviolet (ultrafialové)
A8-THC A8-trans-tetrahydrokanabinol
A9-THC A9-trans-tetrahydrokanabinol
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