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Antimikrobidlni potencial konopného extraktu

ewv O

enkapsulovaného do vybranych anorganickych nosic

Souhrn

V poslednich letech se dostdva konopi ajeho terapeutické vyuziti stale castéji do
povédomi a diskuzi mnoha védeckych praci. Studie ukazuji, Ze ucinné latky konopi (zejména
kanabinoidy a terpeny) maji velky |éCebny potencial u mnoha onemocnéni. V literarni resersi
byly shrnuty zakladni poznatky o konopi a biologicky aktivnich latkach, dale také o vyuziti
enkapsulace rostlinnych biologicky aktivnich latek do anorganickych nanonosicl a jejich dalsi
vyuZiti v oblasti mediciny.

Tato prace byla zamérena na vyhodnoceni antimikrobialni aktivity konopného extraktu
enkapsulovaného do anorganickych nanonosicl. Extrakt konopi z kultivaru Chocolope byl
enkapsulovan do dvou nanonosic¢l a to do nanojilu v hmotnostnim poméru (nanojil:konopi)
1:1a 2:1.V pripadé MCM—41 byl pomér 1:1, a nasledné byla provedena jejich charakteristika.
Antimikrobidlni aktivita byla hodnocena metodou minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
uddvajici hodnotu, pfi kterém je rlst inhibovan o 80 % ve srovnani s kontrolou rlistu. Stupen
inhibice bakteridlniho ristu byl hodnocen po 24 hodindch, u plisni po péti dnech. Déle byl
testovan cytotoxicky efekt na lidskych bunkach kize

Charakterizace pripravenych castic potvrdila jejich nanovelikost. Dale bylo zjisténo, Ze
nejcitlivéjSimi bakteriemi pfi pouzZiti jilu jako nanomateridlu byly kmeny S. epidermis
(MICgo = 16—-128 pg/ml). Pozitivni vliv enkapsulace konopného extraktu do jilu se projevila
témeér uvsech testovanych kmenQ bakterii. V pfipadé dermatofytd se hodnota MICs ve
vétsiné pripadech snizila o polovinu, u kmene Trichopyhton rubrum dokonce o osminasobek.
MCM-41 u plisni prokdazalo vyrazné lepsi vysledky nez u bakterii. Nejcitlivéjsim kmenem plisni
byl Epidermophyton floccosum, koncentrace MICsp se po enkapsulaci konopného extraktu
snizila o polovinu oproti pouZiti pouhého nanomateridlu (64 pg/ml). Nejvy$si snizeni
koncentrace MICgo jsme zaznamenali u kmenU Arthoderma insingulare a Nannizzia gypsea,
kde pouZiti samotného nanomateridlu neprokdzalo Zadnou antifungalni aktivitu, po
enkapsulaci konopného extraktu se prokazala antifungalni aktivita (MICgo= 512 pg/ml).

Nanomateridly dale prokdazaly relativné nizkou hodnotu cytotoxicity na lidskych
keratinocytech oproti samotnym konopnym extraktlm.

Enkapsulace konopného extraktu do nanomateridlu by mohla nabidnout vhodnou
dopliikovou lécbu pfi |é¢bé nékterych koinich onemocnéni zplisobenych patogennimi
mikroorganismy. Ddle by mohlo dojit ke zlepSeni topické aplikace a zvySeni biodostupnosti
biologicky aktivnich latek konopi.

Klicova slova: konopi, extrakt, nanomaterial, antimikrobidlni aktivita, koZni onemocnéni



Antimicrobial potential of cannabis extract encapsulated
in selected inorganic nanocarriers

Summary

In recent years, cannabis and its therapeutic use have increasingly come to the attention
and discussion of many scientific works. Studies show that the active substances of cannabis
(especially cannabinoids and terpenes) have great therapeutic potential for many diseases.
The literature search summarized basic knowledge about cannabis and biologically active
substances, as well as the use of encapsulation of plant biologically active substances in
inorganic nanocarriers and their further use in the field of medicine.

This work was focused on evaluating the antimicrobial activity of cannabis extract
encapsulated in inorganic nanocarriers. Cannabis extract from the Chocolope cultivar was
encapsulated in 2 nanocarriers, namely in nanoclay in a mass ratio (nanoclay:cannabis) of 1:1
and 2:1. In the case of MCM-41, the ratio was 1:1, and their characterization was
subsequently performed. Antimicrobial activity was evaluated by the minimum inhibitory
concentration (MIC) method indicating the value at which growth is inhibited by 80 %
compared to the growth control. The degree of inhibition of bacterial growth was evaluated
after 24 hours, for fungi after 5 days. Furthermore, the cytotoxic effect on human skin cells
was tested

Characterization of the prepared particles confirmed their nanosize. Furthermore, it was
found that the most sensitive bacteria when using clay as a nanomaterial were strains of S.
epidermis (MICso= 16—128 ug/ml). The positive effect of the encapsulation of cannabis extract
in clay was manifested in almost all tested strains of bacteria. In the case of dermatophytes,
the MICgo value was reduced by half in most cases, in the case of Trichopyhton rubrum even
by eight times. MCM-41 performed significantly better in fungi than in bacteria. The most
sensitive fungal strain was Epidermophyton floccosum, the MICso concentration was reduced
by half after encapsulation of the cannabis extract compared to the use of only nanomaterial
(64 pug/ml). We recorded the highest MICso concentration reduction in Arthoderma insingulare
and Nannizzia gypsea strains, where the use of the nanomaterial alone did not show any
antifungal activity, after encapsulation of the cannabis extract, antifungal activity was
demonstrated (MICso = 512 ug/ml).

Furthermore, the nanomaterials showed a relatively low value of cytotoxicity on human
keratinocytes compared to cannabis extracts alone.

The encapsulation of cannabis extract into a nanomaterial could offer a suitable
complementary treatment in the treatment of some skin diseases caused by pathogenic
microorganisms. Furthermore, there could be an improvement in topical application and an
increase in the bioavailability of the biologically active substances of cannabis.

Keywords: cannabis, extract, nanomaterial, antimicrobial activity, skin diseases
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1 Uvod

Konopi (Cannabis sativa L.) se fadi mezi jednu z nejstarsich kulturnich plodin na svété.
Pro své lécebné ucinky se pouziva jiz po tisicileti. V poslednich letech se zajem o |écebny
potencidl konopi zvysil a probihd mnoho vyzkum(, které zkoumaji jeho ucinnost pfi [écbé
Siroké Skaly onemocnéni, napfiklad v ramci lé¢by koZnich onemocnéni, vyzkumy potvrzuji jeho
antimikrobialni aktivitu.

Infekéni kozni choroby predstavuji celosvétové zdravotni riziko a stale castéji se stavaji
rezistentni vic¢i béZiné pouZivanym antibiotikim. Vtomto kontextu se hledaji nové
antimikrobidlni latky s Sirokym spektrem ucinku a nizkym vyskytem rezistence. Potencial
konopi jakozto dopliikové nebo prfimo hlavni 1éCby, se posledni roky intenzivné testuje na
Siroké Skdle onemocnéni. Jednou skupinou z téch, kde lékarské studie a pozorovani vykazuji
pozitivni zavéry, jsou kozni onemocnéni.

Konopny extrakt obsahuje celou fadu bioaktivnich sloucenin, zejména kanabinoid(,
terpen(l, které vykazuji antimikrobidlni aktivitu proti Siroké Skale bakterii, plisni a virQ.
Kanabinoidy, jako je kanabidol (CBD) a tetrahydrokanabinol (THC), vykazuji protizanétlivé,
analgetické a antioxidacni vlastnosti, které mohou pfispivat k jejich antimikrobialnimu ucinku.
Terpeny, jako je napfiklad B-karyofylen prokazuji dle studii antibakteridlni a antimykotickou
aktivitu. Jednim z hlavnich omezeni konopného extraktu je jeho Spatnd rozpustnost ve vodé
a nachylnost k chemické degradaci a biologické inaktivaci, coz ovliviiuje jeho stabilitu
a ucinnost. Jednou z perspektivnich strategii pro prekondni téchto technickych problém je
enkapsulace konopného extraktu do nanomaterial(, které ochrani extrakt pred vnéjsimi vlivy
a umozni jeho cilené uvolfiovani na pokozku.

Vzhledem k Sirokému vyuZiti konopi v mediciné, zejména extrakt z konopi s vysokym
obsahem THC a CBD, které obsahuji dalsi biologicky aktivni latky, by mohlo byt jejich
kombinovani s enkapsulaci do nanonosi¢ velmi perspektivnim pristupem pfi |é¢bé koZnich
onemocneéni.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cil prace:

Cilem prace bylo pfipravit, charakterizovat a otestovat antibakteridlni
a antimykotickou aktivitu konopného extraktu enkapsulovaného do vybranych anorganickych
nanonosic¢u na bazi kfemiku proti patogennim mikroorganismim kize.

Hypotézy prace:

1) Konopny extrakt je mozné enkapsulovat do kiemicitého nanonosice
2) Enkapsulovany extrakt ma stejnou nebo vyssi antimikrobidlni aktivitu nez extrakt samotny
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3 Literarni reserse
3.1 Historie

Konopi se fadi mezi jednu z nejstarSich kulturnich plodin na svété. Pro své |éCebné ucinky
se pouZziva jiz po tisicileti. Jeden z prvnich doloZenych dokument( o Ié¢ebném Gcinku pochazi
z obdobi 2800 pt.n.l. z Iékopisu cisafe Sen—nunga. V roce 2000 skupina archeologti provadéjici
vykopavani hrobek Jang—chaj objevila zachovaly vzorek rostliny, ve kterém se po dalSich
analyzach potvrdila pfitomnost tetrahydrokanabinolu (THC). Jedna se o nejstarsi fyzicky dikaz
farmakologicky aktivniho konopi (Pain, 2015). Tradi¢ni Japonskd medicina, kterda vychazi
z ¢inského Iékopisu povazovala pripravky na bazi konopi jako mirné projimadlo, ale zaroven
jako lé¢ebny prostfedek proti stfevnim parazitlim a koZnim patologickym onemocnénim, dale
jako I1ék tlumici bolesti hlavy, nespavost, kasle a astmatu (Pisanti & Bifulco, 2019). Konopi se
dale $ifilo po stfedni Asii prostfednictvim Hedvabné stezky spojujici Cinu s [ranem. Recky
historik Hérodotos napsal, Ze koCovni Skythové ovladajici Uzemi Sibife az po vychodni Evropu
si stavéli stany a pomoci zhavych kamenu vdechovali konopné vypary (Lawler, 2019).

Védecka historie konopi zacina v 19.stoleti, kdy irsky Iékarf William Brooke
O’Shaughnessy pUsobici v Indii, kde provadél svoje experimenty po navratu zpét do Evropy
zacal Sifit mezi lékarskou komunitu svoje poznatky o farmakologickych a toxikologickych
ucincich konopi (MacGillivray, 2017). Druhd polovina 19. stoleti se vyznacovala narlstem
vyuZiti konopi v mediciné, toto obdobi je oznaCovano jako zlata éra konopi. V této dobé zacal
pribyvat pocet publikaci jak v Evropé, tak ve Spojenych statech. Na trhu se zacaly objevovat
rdzné pripravky jako tinktury, pilulky nebo extrakty, které byly pfedepisovany zejména pro své
analgetické a protizanétlivé ucinky (Franhauser, 2002).

V prabéhu 20. stoleti Celilo uzivani konopi nékolika pfekazkam, zejména ve Spojenych
statech. Tato nasledna opatfeni zahrnovala zakon o dani z marihuany z roku 1937. Zakon
o dani z marihuany z roku 1937 predstavoval vyznamny zlom v regulaci konopi, ukladajici
omezeni a dané na jeho uzivani. Nasledné odstranéni konopi z amerického |ékopisu dale
upevnilo pravni omezeni jeho lé¢ebného uZziti. Jednotna umluva o omamnych latkach z roku
1961, globdlni smlouva, zaradila konopi do pfisnych kontrolnich opatfeni, zarovnavajic ho
s vyrazné regulovanymi latkami jako je heroin. Tyto legislativni kroky nejen formovaly pravni
prostredi kolem konopi, ale také ovlivnily verejné vnimani a pfistup k této rostliné. Historicky
vyvoj regulaci konopi odrazi slozitou interakci mezi spole¢enskymi postoji, politickymi
agendami a rozvijejicim se védeckym pozndnim vlastnosti a Gcink( této rostliny (Crocq, 2020).
LéCebné konopi zaziva v poslednich letech novy zlaty vék. Téma lécivého konopi ma velky
vyznam pro verejné zdravi, v budoucnu by mohlo konopi nahradit nebo alespon doplnit
uzivani opiatd, diky své schopnosti tlumit bolesti. Klicovym hracem v oblasti Iékarského konopi
je kanabidiol (CBD), ktery ma terapeutické vyuziti bez vedlejSich psychoaktivnich ucinka.
V roce 2018 byl Epidiolex jako prvni Iék na bazi kanabidiolu schvalen americkym U¥adem pro
kontrolu potravin a |éCiv. Historie ndm sdéluje a uci nas o farmakologickém potencialu konopi,
nyni musime investovat usili acas do informativniho vyzkumu, shromazdit vysledky
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a presvédcivé védecké dikazy o jeho IéCebnych ale i negativnich Ucincich (Pisanti & Bifulco,
2019).

Obrazek €. 1: Geografické rozlozZeni distribuce konopi (Hourfane et al., 2023)
3.2 Popis rostliny

Carolus Linnzeus, znamy také jako Carl von Linné (1707-1778), byl prikopnikem v oblasti
klasifikace Zivych organismu do tfid a podtfid. Jeho snahou bylo vytvofit jednotny mezindrodni
systém pro identifikaci jakéhokoli Zivého organismu na zakladé jeho morfologickych
charakteristik. Tento systém pracuje s rody a druhy, které jsou znamy pod pojmem ,binomicka
nomenklatura®. Vroce 1753 Carl von Linné poprvé zminil slovo Cannabis. Toto slovo je
odvozeno zlatinského canna, coz znamend ,rakos”, abis, coz znamend ,dvakrat”, coz
symbolizuje ,,rakos s dvéma pohlavimi“ (Pollio, 2016).

C. Sativa je dvoudoma, jednoleta kvetouci rostlina dosahujici vysky az pét metra.
Rostlina se po tisicileti vyuzivala na vyrobu vldken, oleje ataké jako prisada do potravin
Obsahuje fadu vyznamnych latek jako jsou kanabinoidy, terpenoidy, flavonoidy, alkaloidy
a dalsi. Stonky jsou hranaté, brdzdité, rozvétvené a uvnitf duté. Kofeny jsou adventivni
(vyrastaji ze spodni ¢asti stonku nebo organt stonkového plvodu—oddenky), nerozlisené na
hlavni a postranni. V kyprych plidach kofeny dosahuji délky az 2,5 metru a jsou rozvétvené po
povrchu, obvykle dosahuji okolo 30—60 cm hloubky, ve velmi vihkych pudach jsou vice
rozvétvené. Listy jsou 611 cm dlouhé a 2-15 mm Siroké s vroubkovanymi okraji (Farag &
Kayser, 2017).

Konopi se déli na tfi druhy—Cannabis sativa, Cannabis indica a Cannabis ruderalis,
v tomto ohledu vsak panuji znacné neshody (Hillig & Mahlberg, 2004). Cannabis sativa, zndma
také jako konopi, je nejbéinéjSim poddruhem na zapadé (Amerika), ktery se vyznacuje
vysokou, Stihlou rostlinnou strukturou. Jedna se o fotoperiodickou rostlinu, které kvete
v zavislosti na délce dne. Tato rostlina je zndma svou schopnosti dosahovat vysek az pét metru
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nebo dokonce vice, ¢asto s mnoha vétvemi, coz ji dodava robustni a vzneSeny vzhled. C. indica
na druhé strané je charakterizovana svou listnatéjsi povahou ve srovnanis C. sativa. Je obvykle
kratsi, s hustSim mnoZstvim listl a pupen(, coz ji propGjcuje kerovity vzhled. Tato odrlda
konopi typicky dorusta do vysky okolo 1,2 metr(i a ma kompaktni strukturu vétvi, coZ ji odliSuje
od svého pribuzného C. sativa. C. ruderalis, pochazejici z jizniho Ruska, je dalSim zajimavym
poddruhem konopi. Tato odrida obsahuje minimdlni mnoZstvi psychoaktivni latky THC a je
znama svou schopnosti samonakvétani. To znamena, Ze kvéty se objevuji po dosazeni pohlavni
zralosti rostliny nezavisle na svételné expozici. C. ruderalis se ¢asto vyuziva pfi Slechténi
hybridnich odrid konopi, aby tyto hybridy zdédily samonakvétaci charakteristiku. Tato odrida
se dobfe adaptuje na nizsi teploty nez C. sativa a obvykle nedosahuje vysky presahujici metr,
pricemZ ma tendenci byt nerozvétvena a kompaktni ve svém rdstu (Gloss, 2015).

“Sativa”

“Indica”

“Ruderalis”

Obrazek €. 2: Druhy konopi (McPartland, 2018)
3.2.1 Péstovani konopi

Péstovani konopi, at uz pro rekreacni nebo medicinské ucely, zaZiva vzestup popularity.
Zpusob péstovani hraje klicovou roli v kvalité a vynosu rostliny, a také v dopadu na Zivotni
prostfedi. Konopi lze péstovat tradicni metodou venkovniho péstovani nebo péstovdnim
v uzavienych systémech (Zheng et al., 2021). Rostliny konopi nemaji specifické naroky na
pudu, nejdllezitéjSim faktorem z hlediska pudy je jeji hodnota pH. Idedlni pH pudy se
pohybuje od mirné zasadité az neutralni pldy. Kyselé pldy se mohou pred setim vapnit.
Celkova vytéinost a léCebny potencial rostliny jsou nejvice zavislé na terminu seti, hnojeni
a abiotickych faktorech (Zuk—Gotaszewska et al., 2018).
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3.2.2 Outdoor péstovani

Venkovni péstovani je plvodni metoda péstovani konopi, ktera je zavisla na abiotickych
faktorech jako je slunecni svit, srazky a dale je nachylna na sklidce (Chandra et al., 2017).
Rostlina konopi se mize mnozit ze semen a Zivotni cyklus je dokonéen béhem 4-6 mésicu
v zavislosti na dobé vysadby a odrlidé. Maze dosdhnout vysky az pét metrl. Jeji vegetacni
obdobi trvd 4—6 mésiclh. Hermafroditni odr(idy této rostliny byly vyslechtény pro prlimyslovou
produkci konopi, coZ umoznuje jednotnéjsi plodiny. Proces kliceni rostlin obvykle trva 3—7 dni.
Faze sazenice je dokoncena béhem 2-3 mésicl. Pozdéji se rostlina vyznacuje zvySenou
biomasou a celkovym rustem pfi dlouhém dennim svitu (vegetativni rlist), kdy je snadné
rozpoznat muzské a Zenské pohlavi. Reprodukéni faze konopi zacind pozdéji v 1été, kdy je
rostlina vystavena kratkym dennim délkdm (méné svétla za den neZz tmé) 12—14 hodin nebo
méné, v zavislosti na zemépisné Sifce a genetickém plivodu. Tato metoda se ¢asto pouziva pro

kultivaci konopi uréeného pro konopné vldkno nebo semena s obsahem THC niz§im nez 0,2 %
(Farag & Kayser, 2017).

Obrazek €. 3: Systém outdoor péstovani (Chandra et al., 2017), a—c vegetativni faze, d faze
kvétu
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3.2.3 Indoor péstovani

Pro producenta |éfebného konopi je dllezitd nepretrzitost a stalost produkce
konkrétnich kanabinoid(i aterpenl. Stale vice producentl presouva svou produkci do
vnitfnich prostor. V uzavienych a kontrolovanych prostorech je moiné nastavit teplotu,
vlhkost, intenzitu svétla, svételné spektrum a koncentraci CO: v prostiedi (Magagnini et al.,
2018). V uzavienych systémech péstovani konopi bézné dochazi diky zavlaZzovani a odparovani
vody rostlinami ke kumulaci vlhkosti, proto musi byt prostory pro udrZeni idealnich podminek
vybaveny systémy cirkulace vzduchu a odvétravani nebo iodvlhéovani. Konopi vyzaduje
vysokou vlhkost ve fazi sazenic, vyzaduji pravidelny postfik listd vodou, aby se udrZela vysoka
vlhkost jejich mikroklimatu (75 %). BEéhem vegetativni faze a kvetouci faze se vihkost pohybuje
mezi 55—-60 % (Chandra et al., 2017). Jednim z nejdUlezitéjSich rlstovych faktort konopi je
svétlo. Fotoperioda, kvalita a intenzita svétla hraji dllezitou roli ve vegetacni a kvetouci fazi.
Péstovani uvniti také zlepsuje ochranu proti Skldclm a chrani rostlinu pred moznymi
nepfiznivymi podminkami, které hrozi pfi venkovnim péstovani. Indoor produkce je velice
efektivni, produkce muze probihat cely rok, coz znamend, Ze za jeden rok dokazeme
dosahnout az Sesti sklizni za rok. Na druhou stranu je produkce konopi v uzavienych
systémech energeticky narocné, kvili vysoké spotrebé energie (Magagnini et al., 2018).

Obrazek €. 4: Systém indoor péstovani (Farag & Kayser, 2017)
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3.3 Biologicky aktivni latky

Konopi je rostlina bohatd na biologicky aktivni latky, které mohou mit rdzné Gcinky na
lidské télo. Obsahuje pres 600 ruznych latek, z nichz nejvyznamné;jSimi jsou kanabinoidy
a terpeny (Bonini et al., 2018). Pfestoze historie uzivani a péstovani konopi saha alespor 6000
let zpét, nase soucasné znalosti o farmakologickych vlastnostech této rostliny jsou zaloZzeny na
vyzkumech, které se zacaly provadét az ke konci devatenactého stoleti. Prvni izolovanou
slouceninou v Cisté formé z konopné rostliny byl kannabinol (Wood et al., 1899). Pivodné se
chybné predpokladalo, Zze tato latka je hlavni aktivni slozkou rostliny zodpovédnou za jeji
psychoaktivni ucinky (Mechoulam & Hanus$, 2000). Nasledujici objevenou slouceninou byl
kanabidiol (CBD) védci Mechoulama a Shvo (Mechoulam & Shvo, 1963). V roce 1964 pak Gaoni
a Mechoulam izolovali dalsi klicovou aktivni latku, delta—9—tetrahydrokanabinol (A—9-THC)
(Gaoni & Mechoulam, 1964). Biologicky aktivni latky aromatickych a léCivych rostlin jsou
pomeérné nestabilni latky se silnym zdpachem, jsou malo rozpustné ve vodé abéhem
zpracovani a skladovani mohou rychle degradovat. Tuto vlastnost miiZzeme omezit technologii
enkapsulace, ktera nabizi ochranu, fizené a cilené uvolfovani zapouzdfenych biologicky
aktivnich latek (Vincekovic et al., 2021).

3.3.1 Silice

Silice jsou komplexni smési tékavych organickych latek biosyntetizovanymi Zivymi
organismy. Silice jsou extrahovany z jejich matrice pomoci metod lisovani, destilace nebo
extrakce. Rostliny produkuji tyto latky pro obranu, signalizaci nebo jako produkt svého
sekundarniho metabolismu, tudiZz predstavuji dllezity zdroj obnovitelnych produktl. Mezi
znamé cCeledi bohaté na silice patfi Apiaceae, Asteraceae, Cupressaceae.

V rostlindch mohou byt silice syntetizovany v jakékoli ¢asti rostliny (listy, stonky, plody,
kdra, pupeny), nasledné jsou uchovavany v sekrecnich burikdch, v kandlcich nebo dutinidch
a nebo ve Zlaznatych trichomech (Hisni et al., 2007). Trichomy produkuji pryskyfici bohatou
predevsim na kanabinoidy ve formé kyseliny tetrahydrokanabinolové (THCA) a kyseliny
kanabidiolové (CBDA) (Dalli et al., 2023).

Slozeni konopnych silic (chemicky profil) a vytéZznost extrakce muze ovlivnit nékolik
faktor(, jako je genotyp, zplisob kveteni, technika péstovani, hustota rostlin, stadium vyvoje
pfi sklizni, zpracovani materiadlu a podminky skladovani, a také zvolena metoda extrakce
a extrakéni rozpoustédlo (Pieracci et al., 2021).
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Obrazek €. 5: Trichomy na listech konopi (Potter, 2014)

3.3.2 Kanabinoidy

Kanabinoidy jsou skupina latek vyskytujici se pouze v rostlinach konopi. Hromadi se
predevsim v dutiné trichom( (Farag & Kayser, 2017). Predstavuji nejstudovanéjsi skupinu
sloucenin konopi a to predevsim diky Siroké skale jejich farmaceutickych ucinkl na ¢lovéka,
véetné psychotropnich aktivit. Sohledem na literdrni Udaje je rovnéz zdUraznovan
terapeuticky vyznam nékterych terpend afenolovych skupin (Andre et al., 2016). Bylo
identifikovano témér dvé sté kanabinoid( a naprosta vétsina z nich pochazi z C sativa. Mezi ty
nejhlavnéjsi patfi: delta—9-tetrahydrokanabinol (A9-THC), typ kanabigerol (CBG), typ
kanabinol (CBN), typ kanabichromen (CBC), typ kanabitriol (CBT), typ kanabidiol (CBD), delta—
8-tetrahydrokanabinol (A8-THC) typ, kanabielsoin (CBE) typ, kanabicyklol (CBL) typ,
kanabinodiol (CBND) (Mnekin & Ripoll, 2021). Kyselina kanabigerolu (CBG), kyselina
kanabigerolova (CBGA), je spolecnym prekurzorem kyseliny tetrahydrokanabinolové (THCA),
kyseliny kanabidiolové (CBDA) a kyseliny kanabichromenové (CBCA) (Chandra et al., 2017).

Prvni informace o antimikrobidlni aktivité pochazi z 50. let 20. stoleti. Pokusy v tomto
obdobi probihaly jesté predtim, neZ byla dobfe zndma fytochemie konopi, tudiz baktericidni
ucinek nebylo mozné pripsat konkrétni sloZzce konopi (Karas et al., 2020). Toho bylo dosazeno
vroce 1976, kdy bylo zjisténo, Ze delta—9-tetrahydrokanabinol (A9-THC) a CBD jsou
bakteriostatické az baktericidni vci bakteriim Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes
a S. faecailis (van Klingeren & ten Ham, 1976).
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3.3.2.1 Delta-9-tetrahydrokanabinol (A9-THC)

Delta—9—tetrahydrokanabinol (A9-THC) se fadi mezi hlavni a nejvyznamnéjsi biologicky
aktivni ucinnou latku konopi, odhaduje se, Zze THC je z 60-70 % zdrojem psychoaktivnich
ucinkd konopi. Jeho vyskyt se pohybuje od stopového mnozstvi az po hodnotu 95 %, zélezi na
podminkdch péstovani aodridé konopi (Appendino et al., 2008). lzolaci Cdistého
A9—-trans—tetrahydrokanabinolu z hexanového extraktu hasiSe pomoci sloupcové
chromatografie popsali Goani a Mecholum v roce 1964 (Radwan et al., 2021).

Me

OH

Me
Me O

Obrazek €. 6: Strukturni vzorec THC (Milfortovd, 2010)

3.3.2.2 Kanabidiol (CBD)

CBD neboli kanabidiol, je latkou pfitomnou v rGznych kultivarech konopi v Sirokém
rozmezi koncentraci od stopovych hodnot az po vysoké hodnoty kolem 95 %. Jednim
z klicovych rozdill mezi CBD a THC je absence psychoaktivnich ucink( u CBD, coZ vedlo
k povazovani této latky za inaktivni kanabinoid. Nicméné vyzkumy ukazuji, Zze CBD ma
vyznamné sedativni, analgetické a antipsychotické ucinky, coz z néj Cini atraktivniho kandidata
pro lé¢bu neurodegenerativnich onemocnéni. Studie se zaméruji na potencial CBD pfi |écbé
rdznych neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba a Parkinsonova
choroba. CBD prokdazal schopnost snizovat bolest, zmirfiovat kreCe, zlepSovat spanek a chuté
k jidlu u pacientl trpicich témito onemocnénimi (Milfortovd, 2010).
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Obrazek €. 7: Strukturni vzorec CBD (Milfortova, 2010)
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3.3.2.3 Kanabigerol (CBG)

Kanabigerol, respektive jeho kyselina CBGA je prvnim kanabinoidem, ktery v rostlinach
konopi vznika, béhem zrdni se méni na THCA, CBDA a dalsi. CBG neplisobi psychoaktivné, ma
silné protizanétlivé ucinky, dale je spojovano s Iécbou chronickych bolesti nebo psychickych
problému (Calapai et al., 2022).

OH
N

HO

Obrazek €. 8: Strukturni vzorec CBG (Calapai et al., 2022)
3.3.3 Terpeny

Terpeny jsou organické aromatické latky slouceniny, které se nachazi ve vsech formach
konopi a dodavaiji rostliné jeji typickou vlini. Spolu s kanabinoidy maji terpeny doprovodny az
synergicky ucinek (Russo, 2011). Ddle mohou terpeny zvySovat terapeutické Gcinky. Terpeny
se vyskytuji v pryskyfici, kterou rostlina uklada zejména v trichomech. V rostliné konopi se
béZné vyskytuji rdzné druhy terpen(, kterymi jsou napfiklad monoterpeny, seskviterpeny,
diterpeny a triterpeny. Terpeny se staly jednim ze zpUsobd, jak se rostliny mohou branit pred
predatory. Védci v konopi objevili pfiblizné dvé sté riznych terpent. Kazdy jednotlivy druh
marihuany ma své jedine¢né typy a kombinace terpenl v rGznych koncentracich. MnoZstvi
a typ terpenu vytvorené konopim zdvisi na riznych faktorech, jako je puda, podnebi, druh
hnojiva, vék rostliny, ale ina nékolika dalSich okolnostech. Terpeny jsou u¢inné aZz od
koncentrace 0,05 %, coz znamena, Ze ivelmi malé mnozstvi terpent mliZze mit vyznamny
ucinek na lidské télo (Sommano et al., 2020).
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3.3.4 Myrcen

Myrcen je monoterpen hojné zastoupeny v rostlinach, zejména v esencialnich olejich
konopi, ale naptiklad i v chmelu nebo citrusovych plodech. Je vyuZivan jako pfisada pfi vyrobé
potravin a napoji. Myrcen se vyznamné podili na konopném aroma, odrldy s vysokym
obsahem myrcenu (>0,5 %) jsou spojovany se spiSe sedativnimi Gcinky konopi. Mezi biologické
aktivity myrcenu patfi analgetické ucinky, které pomahaji zmirnovat bolest, sedativni ucinky,
které pUsobi uklidiujicim zplsobem, antidiabetické ucinky, které mohou byt prospésné pfri
regulaci hladiny cukru v krvi, antioxidac¢ni ucinky, které chrani bunky pfed poskozenim volnymi
radikaly, protizanétlivé ucinky, které mohou pomoci sniZzovat zanéty, antibakteriadlni Gcinky,
které bojuji proti bakteridlnim infekcim, a protinadorové ucinky, které mohou pfispivat
k potlaceni rastu nadorovych bunék (Surendran et al., 2021).

NS 7

Obrazek €. 9: Strukturni vzorec myrcenu (Surendran et al., 2021)

3.3.4.1 Limonen

Limonen je monoterpen s chemoterapeutickymi ucinky a nizkou toxicitou. Nachazi se
v konopné pryskyfici, je typicky vini, ktera pfipomind vlni citrusovych plodu. Limonen lze
vnimat jako lécCivo, diky jeho antifungdlnim, antibakteridlnim a antikarcinogennim
vlastnostem (Paduch et al., 2007). Limonen se fadi mezi jedny z nejbéznéjsich terpen
vyskytujicich se v pfirodé, hojné se nachazi v esencialnich olejich rlznych rostlin (citron, ¢erny
pepf, pomeranc). Pfedstavuje vysokou perspektivu vyuZiti v antibakteridlni a potravinarské
konzervaci, diky své baktericidni aktivité proti bakteriim rodu Aspergillus, Pseudomonas
a Staphylococcus (Han et al., 2019).

Obrazek €. 10: Strukturni vzorec limonenu (Paduch et al., 2007)
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3.3.4.2 RB-Karyofylen

Beta-karyofylen je seskviterpen, tékava sloucenina, kterd je obsazena ve velkém
mnozstvi bylin a kofeni, naptiklad v ¢erném pepfi. Jeho kofenénd viiné je vyuzivand jako vonna
chemikalie, dale ma protizanétlivé a antifungalni vlastnosti (Skold et al., 2006). Slou¢enina 3—
karyofylen ma silné antioxidac¢ni ucinky, dale vykazuje antimikrobidlni aktivitu vaci
grampozitivnim bakteriim (Staphylococcus, Streptococcus, Listeria), dale vykazuje aktivitu
proti houbam rodu Aspergillus a je schopna inhibovat rlst a rozmnoZovani téchto patogenu
(Dahham et al., 2015).

Obrdzek ¢. 11: Strukturni vzorec R—karyofylenu (Skold et al., 2006)
3.3.5 Ostatni latky

Z rostlin konopi bylo doposud izolovano andsledné popsano pfiblizné ctyfi sta
nekanabinoidnich latek. K minoritnim [atkdm vyskytujicich se v konopi mlZieme zaradit
nékteré alkaloidy typické pro konopi jako je anhydrokanabisativin a kanabisativin (Radwan et
al., 2021). Do této kategorie mGZeme zaradit i flavonoidy kanflavin A a kanflavin B s pomérné
silnou antimikrobialni aktivitou (Radwan et al., 2008).

3.4 Konopi a jeho ucinky

Konopi ma potencialni terapeutické a lécivé vlastnosti, které souviseji zejména s THC
a CBD. Postoj ke konopi se v poslednich letech vyviji, napfiklad ve Spojenych statech se
legalizace |écebného a rekrea¢niho uzivani rozsifuje na Urovni jednotlivych statd. V Kanadé
a Uruguayi se rozSifuje na celostatni drovni. V dlsledku toho roste spotifeba konopnych
produktl, ato hlavné mezi mladsimi uZivateli. Chapdni bezpecnosti a ucinnosti konopi je
omezeno desitkami let celosvétové ilegality (Page et al., 2020).

NeZadouci Gginky Ize zmirnit a pfedejit kontrolovanim davky pomoci vaporizérd. U&inky
konopi zavisi na davce, zplsobu podani a predchozich zkuSenostech uZivatele, po poZiti
nastupuji obvykle do 30—60 minut a trvaji 1-2 hodiny (Hall & Degenhardt, 2009). Je duleZité
zminit, Ze pres zvysujici se zajem o lIé¢ebné konopi je potfeba informovat o jeho potencialnim
nebezpeci. Neni prekvapujici, Ze konzumace konopi negativné ovliviiuje kognitivni
a psychomotorické schopnosti. U¢inky jsou podobné efektiim alkoholu a benzodiazepin
a zahrnuji zpomaleni reakéni doby, nekoordinovanost pohybu, specifické potize
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s kratkodobou paméti, problémy se soustfedénim azejména zhorSeni komplexnich uloh,
které vyzaduji delSi pozornost a soustfedénost. Tyto Ucinky zdavisi na davce, ale mohou se
projevit i po relativné malych ddvkach (5-10 mg THC v jointu), a to i u zkuSenych uZzivateld
konopi. Byly prokdzany v mnoha studiich pomoci Siroké 3$kaly neurokognitivnich
a psychomotorickych testl. Tyto Gcinky jsou aditivni s Gcinky jinych latek, které potlacuji
centralni nervovy systém (Ashton, 2001).

Kratkodobé ucinky jako ospalost nebo ztrata kratkodobé paméti jsou pomérné dobre
znamé, ovsem z dostupnych informaci se mluvi o mozné paranoie, Uzkostech, stresu nebo
dokonce zavislosti na konopi. Predpoklada se, Ze tyto vedlejsi ucinky mohou byt pro pacienta
Skodlivé pouze z hlediska dlouhodobého uzivani konopi. Oviem je dlleZité se tomuto tématu
dale vénovat avyhodnotit vysledky védeckych studii, které se otazkou problematiky
dlouhodobého uzivani konopi zabyvaji (Pratt et al., 2019). Epidemiologické studie naznacuji
spojitost mezi uzivanim konopi azvySenym rizikem trvalych psychotickych onemocnéni
v zavislosti na davce. Nicméné kazdy uZivatel konopi neni stejné negativné ovlivnén. Prestoze
neni dosud zcela jasné, proc jsou néktefi jedinci nachylnéjsi k negativnim ucinkm konopi nez
jini, objevuji se faktory zranitelnosti od genetickych predispozic po osobnostni charakteristiky
(Atakan, 2012).

THC a ostatni kanabinoidy se po konzumaci rychle rozptyli do vSech ostatnich tkani
v zavislosti na prUtoku krve. ProtoZe jsou kanabinoidy rozpustné v tucich, hromadi se
v tukovych tkanich a vrcholovych koncentraci dosahuji za 4-5 dni. Poté se pomalu uvolnuji
zpét do dalSich télesnych kompartment(, v€etné mozku. Vzhledem k sekvestraci v tuku je
polocas eliminace THC z tkani pfiblizné sedm dni a Uplna eliminace jedné davky muize trvat az
tficet dni. Je zfejmé, Ze pfi opakovaném ddavkovani se mohou vysoké hladiny kanabinoid(
v téle hromadit a ddle se dostdvat do mozku. V mozku jsou THC a dalsi kanabinoidy rGzné
distribuovany. Vysokych koncentraci dosahuji v neokortikalnich, limbickych, senzorickych
a motorickych oblastech (Ashton, 2001).

3.4.1 Endokanabinoidni systém (ES)

Endokanabinoidni systém (ES) hraje Ustfedni roli ve vyvijejicim se nervovém systému,
zatimco ve zralém nervovém systému moduluje neuronalni aktivitu a funkci sité. ES se sklada
z endogennich kanabinoid(i (endokanabinoidu), kanabinoidnich receptor( a proteind, které
prenaseji, syntetizuji a odbouravaji endokanabinoidy. ES tedy neni samostatny, izolovany
systém, ale ovliviiuje mnoho dalSich signalnich drah aje jimi ovliviiovan. Ackoli konopi
obsahuje mnoho bioaktivnich latek, zda se, Ze vétSina psychoaktivnich ucinkd klasicky
spojovanych s konopim je zprostifedkovana interakci A9—tetrahydrokanabinolu (THC), hlavni
psychotropni slozky konopi, s kanabinoidnimi receptory (Lu & Mackie, 2021). CB1 a CB2 jsou
nejlépe charakterizované kanabinoidni receptory. Rozmanitost signalizace receptory CB1 jsou
predevsim v nervovém systému (v mozku), ale jsou pfitomny iv rliznych orgdnech véetné
jater, tukové tkané, kiize (Bodor et al., 2005). Na rozdil od CB1 jsou hladiny CB2 v mozku velmi
nizké, studie ukazaly, Ze jeho exprese je omezena na specifické neuronalni bunky a hojné se
vyskytuje v mikrogliich a astrocytech. Naproti tomu se zda byt jasné, Ze receptory CB2 jsou
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hojné exprimovany v bunkach patficich do imunitniho systému, jako jsou monocyty,
makrofazich a lymfocytech B a T. V téchto burikach aktivace CB2 receptord mimo jiné sniZuje
uvolnovani prozanétlivych cytokini nebo lymfoangiogennich faktor(i. Receptory CB2 jsou
navic pfitomny iv dalSich perifernich organech atypech bunék hrajicich roli vimunitni
odpovédi organismu, véetné sleziny, brzliku, Zirnych bunék a keratinocytl, stejné jako
v gastrointestindlnim systému (lannotti et al., 2016).
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Obrazek €. 12: Kanabinoidni receptory CB1 a CB2 a jejich distribuce v lidském téle (Rezende
et al., 2023)

3.4.2 Dermatologické onemocnéni

Studium kaZe akoinich onemocnéni proslo v historii vyznamnymi zménami,
prindsejicimi nové poznatky, diagnodzy, techniky alécebné postupy. Mezi prvni zminky
dermatologickych onemocnéni patfi recepty z Ebersovych a Smithovych papyr( z obdobi
kolem 1600 pf. n. |., zndmych jako Kniha zranéni (viz Obrazek €. 13). Tyto papyrusy obsahuji
48 pripadl koZnich poranéni a zranéni z bitev a nehod na egyptskych stavbach, a dale se
zabyvaji idalSimi Iékarskymi obory, véetné vSeobecné praxe, gynekologie, pediatrie
a kosmetiky, zmifiujice omlazujici recepty na kizi (Hartmann, 2016).
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Obrazek €. 13: Eberus papyrus (kniha Zranéni) (Hartmann, 2016)

Zteckého ostrova Kos pochdzel jeden znejvétSich predstavitell recké azdpadni
mediciny, |ékar a profesor Hippokrates (460—370 pf. n. l.) (Alsaidan et al., 2015). Hippokrates
vytvoril prvni klasifikaci koZznich onemocnéni, rozdélujici je na idiopaticka a ekzémova
onemocnéni. Jeho prace byla shrnuta v Corpus Hippocraticum ve 3. stoleti pf. n. I., cozZ byl
vyznamny milnik v historii mediciny a dermatologie. Tento text detailné popisoval anatomii
a fyziologii kUze, véetné procest jako je poceni, sekrece Zlaz ajeji role v homeostaze
organismu (Ladda & Lynde, 2019).

Aplikace védy do fimské mediciny zacala jiz na vrcholu Rimské FiSe. V této souvislosti
vynika pfinos Aurelia Cornelia Celsa (25 pf.n.l.=50 n. |.). Ve svém dile De Medicina, lékarské
encyklopedii, vénoval Celsus celou kapitolu koznim chorobam a popsal pfiblizné Ctyficet
zpUsobu lé¢by dermatologickych onemocnéni.

V 15. al6. stoleti dosSlo k intenzivnimu rozsSifeni znalosti a pfehodnoceni fecké
racionality, coZ podnitilo zvySeny zajem o lékaiské obory, véetné studia klize. V tomto obdobi
vynikd prikopnickd prace Girolama Mercurialeho (1530-1606), profesora mediciny na
univerzité v italské Padové. Mercuriale navrhl, aby se dermatdzy délily na nemoci vlasové ¢asti
hlavy (tineas) a nemoci spolec¢né pro ostatni oblasti klize (tetter), pfiCemz tyto nemoci se délily
podle morfologickych charakteristik, barvy, struktury a objemu. Mercuriale je také znamy diky
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svému dilu De Morbis Cutaneis, et Omnibus Corporis Humani Excrementis Tractatus
(Pojednani o koZznich chorobdch), které vyslo vroce 1572 aje povaZovano za predchldce
publikaci v dermatologii, zavadi zajem o dermatologii ve Spojeném krdlovstvi aje az do
zacatku 20. stoleti povazovan za otce britské dermatologie (Ferreira et al., 2021).

V 18. a 19. stoleti se dermatologie v Evropé rozvinula, vynikla tfi hlavni centra: Velka
Britanie, Francie a Rakousko. Koncem 19. stoleti se dermatologie intenzivné rozvijela a vznikl
specificky a mezindrodné uzndvany lékarsky obor. Vroce 1889 se konal v Pafizi prvni
mezinarodni dermatologicky a syfilologicky kongres. Prvni odborné casopisy v oboru
dermatologie avenerologie byly vydavany v 19. stoleti, v€etné casopisu Syphilidologie
zaloZeného v Lipsku v roce 1838 a ¢asopisu Annales des maladies de la peau et de la syphilis
z roku 1843 (Wallach & Tillés, 1992).

V 20. stoleti védecky pokrok a nové diagnostické a terapeutické prostfedky prinesly Fadu
inovaci do dermatologické praxe, vCetné fotografie, dermatoskopie, fototerapie a pouziti
laseru na cilenou destrukci koZznich pigment(l. V 50. a 60. letech 20. stoleti se dermatologie
stala klinickou a chirurgickou specializaci diky chirurgickym postupim a technologickym
prostfedkdm. Informaéni a komunikacni technologie (ICT) a nanovéda pfinesly revoluci
v komunikaci, pfistupu ke zdravotnickym sluzbam avédeckému vyzkumu a nabidly nové
perspektivy v pouziti lIatek a l1éCiv v nanorozmérech (Antonio et al., 2014).

VsouCasné dobé roste zdjem ohleddani novych, uclinnych abezpeclnych
dermatologickych pfipravkll obsahujicich Gc¢inné latky s vicendsobnymi Gcinky. Rostlinné
extrakty mohou diky velkému mnozstvi sekunddrnich metabolitll vykazovat mnohostranné
ucinky, napf. antibakterialni, antioxidacni, protizanétlivé a proti starnuti. Rostlinné extrakty
jsou proto zajimavym zdrojem biologicky aktivnich latek, které lze pouZit jako slozky
kosmetickych a dermatologickych pfipravkl (Nowak et al., 2021).

3.4.3 Potencial Iécebného konopi

Dukazy ze studii naznacuji, Ze konopi lze povaZzovat za slibny zdroj zavedenych
i budoucich terapeutickych latek, zejména pro IéCbu nékterych onemocnéni, jako je napfiklad
bolest, roztrousena sklerdza, rakovina a nevolnost/zvraceni. BohuzZel i pfes vznik obrovského
mnozstvi preklinické literatury, kterd popisuje plisobeni a Ucinky nékterych kanabinoidu, bylo
dosud vydano pomérné malo publikaci popisujicich Gcinky kanabinoidd v klinickych studiich
provadénych na lidech (Chandra et al., 2017). Umluvu od roku 1961, kdy bylo konopi zafazeno
organizaci OSN na seznam latek nepfisnéjSiho kontrolniho seznamu se komise v roce 2021
rozhodla na zdkladé doporuceni Svétové zdravotnické organizace (WHO) vyradit konopi
z tohoto seznamu a otevfrit tak moznosti vyzkumu a tim otevfrit cestu k jeho |éCebnému vyuziti
(Shakya, 2021).
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3.4.4 Dostupné formy |é¢ebného konopi

Lécebnd forma konopi zahrnuje uZivani této rostliny nebo kanabinoidl k |é¢bé nebo
zmirnéni rlznych zdravotnich potizi. Konopi mGze byt aplikovano rliznymi zpuisoby, jako je
koureni, inhalace, konzumace ve formé potravinovych pripravk( nebo pfiprava ¢aje. Déle se
konopi vyuZiva ve formdach masti a krému (Dhadwal & Kirchhof, 2018). Kanabinoidy, aktivni
latky obsazené v konopi, Ize ziskat bud’ extrakci z rostliny, izomeraci kanabidiolu nebo vyrobou
syntetickych variant. Legalizace konopi pro IéCebné Ucely se stava stale vice diskutovanym
tématem ve svété a nékteré zemé jiz umoznuji pouZiti konopi pro lé¢bu pacientd trpicich
chronickymi onemocnénimi (Whiting et al., 2015). Konopi se konzumuje predevsim ve formé
cigaret (jointl) nebo inhalace z dymek a vaporizér(.. Tato tradi¢ni forma uzivani umoznuje
rychly a ucinny prenos ucinnych latek do organismu. Dale se konopi mlZe konzumovat
pecenim do suSenek nebo koldcu, coZ je zpUsob, jak vyuZit jeho ucinné latky v potravinach.
Tato metoda je oblibena pro svou diskrétnost a dlouhodoby ucinek. Prilezitostné se konopi
také konzumuje jako extrakt, ktery lIze pfidat do napojd nebo jinych pokrm( pro jeho IéCebné
ucinky. Timto zpUsobem lIze vyuZit benefity konopi i v jinych formdach nez tradi¢niho koureni
(Shakya, 2021).

Tabulka €. 1: Pfehled povolenych Iéku na bazi konopi v Evropé (EMCDDA, 2018)

Sativex Extract of cannabis (oil): THC and CBD Multiple sclerosis Sublingual spray
(Nabiximols)

Marinol Synthetic delta-9-THC Cancer treatment, AIDS, Gelatin capsule
(Dronabinol) multiple sclerosis

Cesamet Synthetic cannabinoid similar to THC Cancer treatment Capsule
(Nabilone)

Bedrocan Dried flower tips (sometimes powdered); five Various Plant material

different strains available

3.4.5 Konopné extrakty

Extrakce konopi je klicovym procesem pro ziskani koncentrovanych latek potfebnych
pro vyvoj nékterych IéCebnych pfipravkd. Tento proces zahrnuje fadu duleZitych parametrq,
které mohou ovlivnit efektivitu a vytéZznost extrakce. Mezi tyto parametry patfi druh
a mnoZstvi rozpoustédla, teplota, homogenita a kvalita rostlinného materialu. Konopi lze
extrahovat celou fadou rozpoustédel. Ke kapalnym fadime ethanol, hexan. K plynnym
dimethylether, butan. Lze extrahovat i pomoci superkritické fluidni extrakce oxidem uhlicitym.
Vysledny extrakt mlZe byt ovlivnén fadou vyse zminénych faktord, tudiz porozuméni extrakci
konopi a jeho parametrl je nezbytné pro efektivni vyuziti této technologie pfi vyrobé Iécivych
pripravkd, potravinovych doplikd ¢&i kosmetickych produktld zaloZenych na konopi.
(Fathordoobady et al., 2019).
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3.5 Kozni mikroflora

Kdze plni funkci vnéjsiho rozhrani lidského téla s okolnim prostfedim. Funguje jako
fyzicka bariéra, kterd chrani télo pted vniknutim cizorodych patogen( a zaroven poskytuje
prostredi pro komenzalni mikroby jako jsou bakterie, houby a protozoa, které spolecné tvori
koZni mikrobiom. KoZni mikrobiota je soucasti imunitniho systému, klZe jako nejvétsi lidsky
organ je osidlena prospésnymi mikroorganismy, pokud je tato bariéra porusena nebo dojde
k naruseni rovnovahy mezi komenzdly a patogeny, mlzZe nastat onemocnéni klize nebo
dokonce systémové onemocnéni. Mista na lidské kGzi lze délit na mista dle jejich
fyziologickych vlastnosti na mista mazova, vlihka nebo sucha (Byrd et al., 2018).

SloZeni mikrobiomu zavisi pfedevsim na fyziologii daného mista na kuzi. V mazovych
mistech prevladaji lipofilni druhy jako jsou Propionibacterium, ve vihkém prostredi se vyskytuji
druhy rodu Staphylococcus (Oh et al., 2014). Vztahy mezi koZnimi mikrobidlnimi druhy
ovliviujici jejich skladbu, stabilitu a funkci jsou urfeny nejen faktorem hostitele, ale
i interakcemi mezi mikroorganismy samotnymi. Mikroorganismy mohou pUsobit konkurenc¢né
nebo synergicky (Weidenmaier et al., 2012).

3.5.1 Bakterie

KUze podporuje rist mnoha druhl bakterii, které pfimo i nepfimo chrani hostitele pred
patogennimi bakteriemi. Mezi pfimé ucinky patfi produkce toxickych metabolitd, vycerpani
zadkladnich zivin nebo produkce bakteriocint. Bohuzel nékteré z nich jako nap¥. Staphylcoccus
aureus, Streptococcus spp. se mohou stat patogeny a zpUsobit vazné kozni a systémové
infekce. S. aureus je jednim znejCastéjSich koZnich bakteridlnich patogenud, zejména
u keratinizujicich bunék (rohovéjicich) (Chiller et al., 2001). V poslednich letech se bakterialni
infekce kliZe a koZnich struktur stavaji stale vétsi zatézi pro zdravotnické systémy. Tato zatéz
je zpUsobena predevsim Sifenim rezistence Staphylococcus aureus vici |éCivu meticilinu
(MRSA). Kozni bakterialni infekce jsou velmi ¢asté a vznikaji v disledku bakterialni invaze do
klGze, blizkych mékkych tkani a jejich pfidatnych ¢asti. Vétsinu koZnich infekci zplsobuje
Staphylococcus aureus a B—hemolytické streptokoky skupiny epidermis, pficemz jejich projevy
a zdvaznost jsou rtzné. Klinické projevy se mohou pohybovat od mirnych povrchovych |ézi aZ
po Zivot ohroZujici nekrotizujici a systémové infekce. Dalsi bakterie mohou rovnéz zplsobovat
koZni infekce s Sirokou $kdlou klinickych projevu. Diagndza je v zasadé zaloZena na klinickém
hodnoceni (Bessa, 2023).

Lécba bakteridlnich onemocnéni vyZzaduje ucinnou antibiotickou terapii. | pres
doporuceni pro rdzné typy koznich infekci mize byt |écba obtizna, zejména pokud jsou
patogeny rezistentni na |éky (Pulido—Cejudo et al., 2017).
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3.5.2 Plisné

Infekce kliZze a nehtl zplisobené plisnémi se fadi mezi nejpocetnéjsi a nejrozsifené;si
skupinu vSech mykdz. Prevalence povrchovych mykotickych infekci v poslednich desetiletich
vzrostla natolik, Ze koZni mykdzy dnes postihuji vice nez 20-25 % svétové populace, ¢imz se
fadi mezi nejCastéjsi formy infekci. RozSifeni dermatomykdz, jejich etiologickych agens
a prevladajicich anatomickych vzorc(i infekce se liSi v zavislosti na geografické poloze a Siroké
Skale environmentadlnich a kulturnich faktord. Optimalni teplota dermatofyt(i se pohybuje pfi
povrchovych teplotach vrozmezi 25-28 °C ainfekci lidské kizZe podporuji zejména teplé
a vlhké podminky. Z téchto didvodd jsou povrchové houbové infekce v tropickych zemich
pomérné casté. Kromé toho je cetnost dermatomykdz vyssi v komunitach s nizkym
socioekonomickym statusem: stisnéné Zivotni podminky nabizi mnoho pfilezitosti pro kontakt
klGze s kzi a blizkost zvifat, zatimco hygiena mlze byt neoptimalni. Povrchové kozni infekce
navic vykazuji nizkou tendenci k sebeomezeni a absence nebo Spatnd Iékarska péce dale
zvysuje epidemické Siteni koZznich mykoéz (Havlickova et al., 2008).

Nékteré druhy jsou celosvétové rozsifené jako napfiklad Trichophyton rubrum,
Microsporum canis nebo Epidermophyton floccosum (Ameen, 2010). Houby casto infikuji
povrch klZe a nasledné pronikaji do rohové vrstvy, ¢imz predejdou deskvamaci (odlupovani
kdze). Farmakologické latky aplikované na povrch kize ve formé kréml, pletovych vod nebo
sprejd snadno pronikaji do rohové vrstvy klize a hubi houby (fungicidni latky) nebo jim alespon
znemoznuji rast a déleni (fungistatické Iatky). Lokalni terapie tedy dobre funguji, aby zbavily
kGzZi plisni a kvasinek.

Azolova antibiotika, jako je mikonazol, klotrimazol a ketokonazol, jsou fungistaticka,
omezuji rast hub, ale zavisi na epidermdlnim obratu, aby se dosud Zijici houby zbavily povrchu
kGze. Allylaminy a benzylaminy, jako jsou terbinafin, naftifin a butenafin maji fungicidni ucinky
(Kyle & Dahl, 2004). Plisfiova koZni onemocnéni se dnes |éci lokdlnimi nebo systémovymi
antibiotiky. BohuZel, rostouci rezistence vUci antibiotikim a antimykotikim se stava
vyznamnym celosvétovym problémem. Napfiklad v Indii bylo zjiSténo, Ze 17-32 % klinickych
izoldth Trichophyton spp. je rezistentnich vici Siroce pouzivanému antibiotiku terbinafinu
(Singh et al., 2018).

V soucasné dobé je ziejmy trend legalizace uzivani konopi, coz ma vliv na rast jeho
spotreby. S timto ndrlstem se oCekava zvyseny tlak na dermatology, aby zacali pfedepisovat
konopi. Existuje nékolik schvalenych lékaFskych indikaci pro uzivani konopi, jako je psoriaza,
lupus, syndrom neht(l a patel asilné bolesti. Nové studie naznacuji mozné vyuZiti konopi
a jeho derivat( pfi lé¢bé akné, dermatitidy, svédéni, hojeni ran a dokonce i rakoviny klze. Pro
dikladné zkoumani téchto potencidlnich vyuziti je nezbytné provést dalsi peclivé
kontrolované studie. Tento trend otevird nové moznosti v oblasti dermatologie a mize vést
k objevu novych lé¢ebnych metod a lékd pro r(izné kozni problémy (Dhadwal & Kirchhof,
2018).
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3.6 Nanomaterialy

Nanomaterialy jsou latky, jejichz velikost se pohybuje v rozmezi od 1 do 100 nm. Vyuziti
a aplikace nanomateridld se rozviji a roste stale rychleji. Pfi takto nizké velikosti Castic lze
vyznamné ménit vlastnosti materidlll jako je rozpustnost, reaktivita, transport pres
membrany. Tato technologie ma wvyuZiti voblasti vody, farmaceutického nebo
potravinarského priimyslu (Armarego, 2022).

Nanomaterialy Ize rozdélit do ¢tyt typl: nanomateridly na anorganické bazi, organické,
nanomateridly na bazi kompozitu a na bazi uhliku (Majhi & Yadav, 2021). Potravinarska aditiva
v nanovelikostech mohou ovlivnit chut, texturu, trvanlivost nebo mohou byt pouZita jako
indikatory kvality potravin. V oblasti baleni potravin se nanotechnologie zvazuji pro zlepSeni
a kvality a trvanlivosti potravin. Ddle se uplatnuji v enkapsulacnich systémech, které chrani
a usnadnuiji distribuci latky na jejich konkrétni cilové misto (Patel et al., 2018).

3.6.1 Nanocastice

Vzhledem k trendm trhu je hnaci silou pfivadét neustdle nové zplsoby ainovace.
Kosmeticky pramysl se pfipojil do priimyslu nanotechnologii viibec jako jeden z prvnich.
V roce 2009 bylo na trhu zaregistrovano vice nez tisic produktl na bazi nanotechnologii, z toho
13 % bylo klasifikovano jako produkty pro kosmetické vyuziti. Vyrabi a vyviji se produkty na
bazi nanotechnologii, které vyuZivaji Sirokou Skalu nanomateridll rGznych velikosti, tvard
a struktur. Malé rozméry dokazi zlepsit rozpustnost a texturni kvalitu materidlu. Pfredevsim
jsou cenéné pro svoji schopnost pfekondvat bariéry, se kterymi se v kosmetickém primyslu
stykdme, ato se zlepSenim penetrace kliZe, stability a uvolfiovani funkénich latek a samy
funguji jako ucinné latky (Mihranyan et al., 2012).

Védecké vyzkumy nanocastic pro jejich terapeutickou, antimikrobialnich a antivirovych
ucinnost latek ziskal v posledni dobé zvySenou pozornost v dlsledku rostouciho vyskytu
rezistence VvGC¢i antibiotiklm. Tento fakt vyZzaduje hledani novych a ucinnéjsich
antimikrobialnich Iatek. Nékolik studii prokazalo perspektivu nanocastic pfi |é¢bé raznych
mikrobialnich infekci. Terapeutické vyuZiti nanocdstic jako nosic¢d nebo Sirokospektralnich
inhibi¢nich latek pfi vyzkumu virli a mikrobU jiz nelze prehlizet (Sharmin et al., 2021).

3.6.2 MCM-41

MCM-41 je termin pro mezoporézni nanocastice a mikrocastice cistého oxidu
kfemicitého. Prvni mezoporézni oxid kiemicity byl objeven Yanagisawou a kolegy v roce 1990
(Yanagisawa et al., 1990). O dva roky pozdéji, v roce 1992, Kresge a spol. informovali o novém
usporadaném mezoporéznim molekulovém situ oxidu kfemicitého. Vzhledem k tomu, Ze tito
védci pracovali v laboratofich spoleCnosti Mobil Corporation, pojmenovali tento material
MCM-41 (Mobil Composition of Matter No. 41). Od té doby se stal Siroce rozsifenym
materialem ve vyzkumu a primyslu (Kresge et al., 1992). MCM-41 je vyznamny mezoporézni
kfemicity materidl zndmy svymi jedinecnymi vlastnostmi. Vyznacuje se strukturou
pfipominajici vCeli plastve s rovhomérnymi mezopdry v amorfni kiemikové matrici. Tento
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materidl vynikda jednoduchou strukturou, snadnou pfipravou. Materidl vykazuje dobre
definované tvary por(, uzké rozdéleni, velky objem a vyjimecnou sorpéni kapacitu. MCM-41
je idealni pro katalytické aplikace jako nosny materidl diky velkému specifickému povrchu
a mezoporlm, které umoznuji pristup velkym molekuldm (Rath et al., 2014). Extrakty
enkapsulované do mezoporézni matrice vykazuji schopnost neutralizovat radikaly a dobrou
baktericidni aktivitu vucéi nékolika referenénim kmendm. Bylo zjisténo, Ze vloZeni
polyfenolickych extraktlli do mezopdrd kiemiku zvySilo stabilitu fytochemikalii, protoze
materidly obsahujici extrakt vykazovaly po 3—6 mésicich skladovani vyssi schopnost
neutralizovat radikaly nez volné extrakty. Kromé toho material s extraktem tymianu vykazoval
mirné lepsi antimikrobialni aktivitu ve srovnani s odpovidajicim volnym extraktem (Brezoiu et
al., 2020).

3.6.3 Nanojil (bentonit)

Nanojil je multifunkéni jilovy minerdl, ktery se v primyslovych afarmaceutickych
odvétvich vyuziva diky svym vlastnostem. Bentonit je efektivné vyuZivan pro formulaci
raznych systému pro dodavani [éCiv s cilem kontrolovat nebo zlepsit farmaceutické vlastnosti
[éCiv, jako je napfiklad rozpustnost, rychlost rozpousténi a absorpce a postupné uvolfiovani
ucinnych latek. Tato schopnost bentonitu otevira nové moznosti pro vyvoj pokrocilych
lékovych formulaci s lepsi ucinnosti a biologickou dostupnosti (Park et al., 2016). Bentonity
jsou diky svym vlastnostem casto vyuzivany ve farmaceutickém a kosmetickém pramyslu.
Obecné se pouzivaji v téchto odvétvich pro svou nepfimou antibakteridlni aktivitu, ktera je
zaloZena predevsim na jejich vysoké kationtové vyménné kapacité, vysoké disperzibilité ve
vodé, vysoké absorpcni kapacité a netoxickych vlastnostech (Dardir et al., 2018).

3.6.4 Enkapsulace

Zapouzdreni bioaktivnich Iatek (Iéciva, esencidlni oleje, rostlinné extrakty, metabolity
hub) umozniuje jejich ochranu pred vnéjsimi faktory a degradaci. Enkapsulace zachovava
biologickou integritu, zvySuje ucinnost a snizuje tékavost volatilnich latek, atim zvySuje
trvanlivost a stabilitu pfipravku, proto je pouzZiti technologie enkapsulace pfi vyrobé
bioinsekticidd, biofungicidl nebo biohnojiv slibnou strategii (Zabot et al., 2022). Pro
zapouzdreni se pouZivaji jako material predevsim polymery, které chrani aktivni jadro.
Ktomuto Ucéelu se pouZivaji napfiklad chitosan, gumy (xanthanovd, akdciovd, arabska),
celulosa. Polymery zajistuji zadrZovani poZzadovanych sloucenin v systémech vytvorenych
béhem procest a pomdhaji prodlouzit uvolfiovani bioaktivnich slouéenin na del$i dobu nebo
za specifickych podminek, jako je napfiklad rozmezi pH ajiné (Yang et al., 2018). Pro proces
enkapsulace bioaktivnich sloucenin je tfeba zvazit vybér vhodného enkapsulaéniho materialu
a enkapsulacni techniky. Mikroenkapsulace a nanoenkapsulace jsou v dnesSni dobé dvé
nejpouzivanéjsi technologie metody enkapsulace bioaktivnich latek. Obalové materidly
ovliviuji vlastnosti emulze, jako je velikost kapek, viskozita, stabilita a vlastnosti prasku.
Nanoenkapsulace predstavuje velikost ¢astic mensi nez jeden mikron, mikroenkapsulace
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predstavuje velikost Castic mezi 1 a 1000 mikrony a mikroenkapsulace vytvari castice
o velikosti vétsi nez 1000 mikront (Premi & Sharma, 2017). V poslednich letech se extraktim
z C. sativa vénuje velkd védecka i komercni pozornost jako cennému zdroji, ktery by mohl byt
potencidlné vyuZivan v riznych oblastech (Fike, 2016). Konopny extrakt se v poslednich letech
stal predmétem vyzkumu diky svym potencidlnim terapeutickym Gcink(im na r(iznd zédnétliva
kozni onemocnéni jako je akné, dermatitida, seborea nebo psoridza. Konopny extrakt
obsahuje mnoho bioaktivnich latek jako jsou zejména kanabinoidy a terpeny, které prokazuji
protizanétlivé, antibakterialni a regeneracni vlastnosti. Jednim z hlavnich omezeni konopného
extraktu je jeho Spatnd rozpustnost ve vodé a nachylnost k chemické degradaci a biologické
inaktivaci, coZ ovliviuje jeho stabilitu a ucinnost. Proto je potfeba vyvinout formulaci nosice
pro efektivni aplikaci tohoto extraktu na pokozku s maximalnim terapeutickym ucinkem.
Jednou z perspektivnich strategii pro prfekondni téchto technickych problému je enkapsulace
konopného extraktu do nanomateridll, které ochrani extrakt prfed vnéjsimi vlivy a umozni
jeho cilené uvolfiovani na pokozku. Enkapsulace mlze vést ke zvySené efektivité 1é¢by koZnich
onemocnéni. Vzhledem krostoucimu zajmu o pfirodni lé¢ebné pripravky a potencidlu
konopnych extraktl ve farmaceutickém pramyslu je dllezZité pokraCovat ve vyzkumu
a inovacich v oblasti formulaci a aplikaci konopného extraktu ohledem na jeho ucinnost,
bezpecnost a udrzitelnost (Rossi et al., 2020).

3.7 Legislativa konopi

Navzdory Sirokému omezeni péstovani, vyroby a uzivani C. sativa zakonem v rdznych
zemich se stale pouziva ve velkém méfitku. Mnoho lidi vnima uzivani konopi jako svobodu
volby, kterd pomaha zvysovat jejich smysly, usnadniuje komunikaci a podporuje tvaréi mysleni,
jak tvrdi "mysleni mimo ramec". Vedle toho nedavné védecké dukazy o |é¢ebném potencidlu
konopi nastavily cestu k dekriminalizaci a regulaci zakony o uzivani konopi v riznych zemich
po celém svété. Skutecné, nizozemska vlada v Cervenci 2020 rozsifila své predpisy tak, aby
umoznila experiment s péstovanim a vyrobou konopi pro dodavku do kavaren. Zatimco v roce
2021 Svycarsko povolilo pilotni projekty podle zakona o navykovych latkach s cilem ziskat
védecké poznatky o alternativnich metodach regulace nelékafského uzivani konopi. Legalizace
celého dodavatelského retézce konopi v Kanadé, ¢astech Spojenych statl a Uruguayi, stejné
jako pfijeti politiky umozniuje podnikim vyrabét a prodavat konopi pro rekreacni uziti (Dalli et
al., 2023).

Nékolik evropskych zemi uvolnilo politiku bud dekriminalizaci, nebo depenalizaci uzivani
a drzeni. Nicméné politika konopi se v Evropé stale zna¢né li§i. Zatimco Svédsko prosazuje
trestni zakaz a pfijalo vizi ,,spole¢nosti bez drog”, Belgie, Portugalsko, Estonsko a nové i Ceskd
republika uZivani dekriminalizovaly. Nizozemsko a Spanélsko maji &asteéné legalizované
pristupy, pfi€emZ prodej a pouziti jsou akceptovany nékterymi regiony v ramci systému
Coffeeshop a Cannabis Club, resp. Rozdily pravdépodobné odrazeji jak nedostatek konsenzu
ohledné toho, ktera linie konopné politiky ma nejlepsi vysledky, pokud jde o verejné zdravi,
ekonomiku a trestnou c¢innost, tak rozdily v kulturnich postojich ke konopi. V Evropé se také
pozoruje zvysujici se rozmanitost konopnych produkt(i a nové vyzvy v politikach a pfistupech
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k regulaci konopi, které jsou ovlivnény trhem pro rekreacni uzivani konopi v Americe a novymi
formami uzivani této latky. Tento vyvoj naznacuje, Ze konopi hraje stdle dllezZitéjsi roli
v evropském prostredi a jeho regulace je stale aktualnim tématem diskuzi a zmén v legislativé
(Mokwena, 2019).

3.7.1 Legislativa v CR

Ceska republika, jako postkomunistickd zemé&, ma svou historii s nesnadnym vztahem
k drogam. V dobach komunismu bylo drzeni jakékoliv drogy povaZovano za trestny cin
a spadalo pod stejnd ustanoveni jako nelegalni vyroba, dovoz, vyvoz a nabidka drog. Trestni
zakony byly v té dobé velmi pfisné a neponechdvaly mnoho misto pro toleranci ¢i umirnénost.
S pfechodem k demokracii po roce 1989 v Ceské republice doslo k rozsahlym zménam
trestniho prdva, véetné onoho tykajiciho se drog. Nicméné, i pfes tyto zmény zUstava problém
drog v Cesku stale aktudlni a vyznamny. V 90. letech se zemé& potykd s rostoucim poctem
pripadl zavislosti na tézkych drogach, jako je heroin, a také s problémem Sifeni syntetickych
drog. V roce 1990 probéhla tzv. dekriminalizace, co? byla v Ceské republice vyznamna zména
v trestnim pravu tykajicich se drzeni nelegalnich drog. Dekriminalizace drZzeni drog pro vlastni
potfebu znamenala, Ze takové jednani bylo vynato z trestniho zakoniku a povazovano pouze
za spravni delikt (Belackova & Stefunkova, 2018). V roce 1998 se v Ceské republice objevil
politicky tlak na zvraceni dekriminalizace drog, ktera byla zavedena v roce 1990. Tento tlak
vznikl v reakci na rostouci problémy s drogami v zemi, které vedly k vytvoreni otevienych
drogovych scén. Politici reagovali na tlak verejnosti a zavedli nové zakony, které mély za cil
snizit mnozstvi drog v obéhu a potlacit drogové scény. Doslo se ke kompromisu, vznika drzeni
drog pro vlastni potfebu ve vétSim nebo mensim mnozstvi penalizované jako trestny ¢in. Malé
mnozstvi zUstalo dekriminalizovano, to se tykalo vSech druht drog, ale v rizném mnozZstvi pro
kazdou drogu (Zeman, 2007).

V roce 2010 byl v Ceské republice pfijat novy trestni zakonik. Vznikaji vladni nafizeni,
ktera specifikuji mala mnozZstvi pro osobni spotfebu a dale sniZuji penalizaci za osobni drzeni
konopi v mensim mnozstvi. OvSem maximalni trest se za tento trestny Cin zvysil. Za druhé bylo
zavedeno péstovani pro vlastni potfebu. Do té doby bylo osobni péstovani (konopi)
povaZzovano za drieni pro vlastni potiebu, ale nékdy i za (pokus) vyrobu drog. Ustavni soud
vSak kratce poté (v roce 2013) vyhlasku tykajici se osobniho drZeni zrusil s odivodnénim, Ze
trestni odpovédnost nemUzZe byt stanovena vladou, misto toho vydal Nejvyssi soud pokyny
Vyskach trestu, které by mély byt pouZity v soudnich pfipadech (Belackova & Stefunkova,
2018).

32



4 Metodika

4.1 Pouzité chemikalie

VSechna rozpoustédla pouzitd pro GC a HPLC analyzu byla analytické kvality. Acetonitril
(ACN) a kyselina mravenci (FA) spolu s terpenovymi standardy [(+)—3—karen, (+)-limonen, a—
bergamoten, a—pinen, a—terpineol, B—myrcen, kamfen, karyofylen, karyofylen oxid, smés
farnesenu, fenchol, humulen, linalool, terpinolen] a n—alkanovy standard byly zakoupeny od
firmy Sigma—Aldrich (Praha, Ceskd republika). Methanol, n—hexan, dimethylsulfoxid (DMSO),
hydroxid sodny a ethanol (EtOH) byly ziskany od spole¢nosti VWR Chemicals (Praha, Cesko).
Standardy kanabinoidu, konkrétné kanabidivarin (CBDV), kyselina kanabidivarinova (CBDVA),
kanabigerol (CBG), kyselina kanabigerolova (CBGA), kanabinol (CBN), kyselina kanabinolova
(CBNA), kanabidiol (CBD), kanabidiolovd kyselina (CBDA), kanabichromen (CBC),
tetrahydrokanabivarin (THCV), 19-tetrahydrokanabinol (THC) a tetrahydrokanabinolova
kyselina A (THCA-A) byly zakoupeny od spolecnosti Cayman Chemicals (Ann Arbor, Spojené
staty). Mikrobiologickd rlGstovda média Mueller—Hintonlv bujén (MHB), Sabouradlv
dextrézovy agar (SDA) a Sabourad(v dextrézovy bujén (SDB) byla zakoupena od spole¢nosti
OXOID (Praha, Ceska republika), antibiotika klotrimazol (CLT), chloramfenikol (CLP). Lidska
spontanné imortalizovand bunécna linie keratinocytl (HaCaT) byla ziskana od firmy Cell Lines
Service  GmbH (Eppelheim, Némecko).  Tetraethyl orthosilicate  (TEOS), n—
cetyltrimethylammonium bromide (CTABr) byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Praha,
Ceska republika).

4.2 Charakteristika konopného extraktu

Konopné extrakty byly pfipraveny z THC dominantni odridy konopi vypéstované na
Ceské Zemédélské Univerzité v Praze, na Fakulté agrobiologie, potravinovych a pFirodnich
zdrojli vroce 2020. Kultivace probihala ve vnitini (indoor) péstirné skontrolovanymi
podminkami. Teplota mistnosti byla v rozmezi 22—-30 °C, vlhkost 40 a 70 %. Rostlina byla
kultivovana hydroponicky za pouZiti kapkové zavlahy v nadobdach naplnénych Euro Pebbles
(expandovany jil). Kvétenstvi konopi pouZité pro extrakci bylo z rostliny Chocolope (CHp).
Extrakt byl pfipraven maceraci 60 g materidlu v ethanolu v poméru 6:1 (rozpoustédlo: kvéty;
v/w) po dobu 48 hodin. Nasledné byl macerat zfiltrovan a rozpoustédlo bylo odpafreno na
vakuové odparce (Rotavapor® R—-100, Buchi) pti 40 °C.
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Obrazek ¢. 14: Konopny ethanolovy extrakt z kultivaru Chocolope
4.2.1 Kanabinoidy

Deset miligramU kazdého extraktu bylo rozpusténo v1 ml MeOH, filtrovano pres
nylonové filtry o priméru 0,45 um (Agilent, USA), pfevedeno do HPLC lahvicky a ptedano
k analyze. Pfistroj se skladal ze systému UltiMate 3000 HPLC (Thermo Fisher Scientific, USA)
a byl vybaven s UV detektorem. Analyza kanabinoidl byla provedena na koloné Excel
SuperC18 (250 x 4,6 mm, 3 um, 90 A; ACE, Skotsko). Slouceniny byly separovany pomoci
gradientové eluce s pouzitim vody +0,075 % FA (A) a ACN +0,5 %FA (B) jako mobilni faze
v nasledujicim gradientu (A:B): 00,30:70; 10, 30:70; 100, 0:100; 120, 0:100; 140, 30:70. Teplota
kolonového prostoru byla nastavena na 40 °C. Injekce byla 10 ul a rychlost pritoku byla
1 ml/min. Kanabinoidy byly detekovany pfi vinovych délkdch mezi 190 a 400 nm. Kvantifikace
byla provadéna pfi vinové délce 210 nm. Vyhodnoceni ziskanych dat bylo provedeno pomoci
softwaru Chromeleon 7.2 (ThermoFisher Scientific, Spojené staty). Kalibracni kfivky standard(
byly pfipraveny v koncentracnim rozmezi 2—100 pg/ml se Sesti koncentraénimi Grovnémi (100,
50, 20, 10, 5 a 2 pug/ml). Plochy UV pikl standardl (pfi kazdé koncentraci) byly vyneseny do
grafu proti odpovidajicim koncentracim standardu (v pg/ml) pomoci vazené linedrni regrese
pro vytvoreni standardni krivky.
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4.2.2 Terpeny

Extrakty byly rozpustény v metanolu na findini koncentraci 2 mg/ml a pfevedeny do
lahvi¢ky. Terpenicky profil byl analyzovan pomoci GC 7200 ve spojeni s hmotnostnim
detektorem 7890 BqTOF (Agilent). Separace jednotlivych volatilnich sloZek byla provedena na
koloné HP-5MS (30ms, 0,25 mm i.d., 0,25 um; Agilent). Jako nosny plyn bylo pouZito helium;
pritok byl nastaven na 1 ml/min. Teplotni program v peci zacal pfi 60 °C s 3,5 minutovym
udrZovanim; teplota se zvySovala rychlosti 3,5 °C/min na 155 °C a poté rychlosti 30 °C/min na
300 °C a udrzovala se podobu 10 min (celkova doba procesu: 45 min). Teplota kvadrupdlu byla
udrZovana na 230 °Ca teplota iontového zdroje na 230 °C. Slouceniny byly méreny v reZzimu
skenovani v rozsahu 55-700 Da. Identifikace analyzovanych tékavych latek byla provedena
porovnanim spekter se spektry dostupnych standard(i a/nebo porovnanim jejich retencnich
index( (vypoctenych podle Kovatse) databdzi NIST. Relativni kvantifikace terpent byla
provedena pomoci 7890 A GC spojeného s FID detektorem (Agilent) za stejnych
chromatografickych podminek. Podminky detektoru byly nastaveny takto: t = 300 °C; pritok
plyn—-vzduch: 400 ml/min; H2: 30 ml/min; a doplfiovaci pritok N2: 5 ml/min. VSechny vzorky
byly méfeny duplicitné.

4.3 Priprava nanocastic

4.3.1 Jil

Byla pouZita laboratorni rozpraSovaci susicka. Teploty vstupniho a vystupniho vzduchu
byly 52 °C a 33 °C. Byl pouzit vstupni pritok roztoku 5 ml/min. (100 ml 50 % roztoku ethanolu
ve vodé v poméru 1:1) obsahoval: 1) pro cCisty nanojil 6 g Cistého jilu, 2) 3 g jilu a 3 g extraktu,
3) 4 g jilu a2 g extraktu. Jako nosny plyn byl pouZit dusik. MnoZstvi konopného extraktu
navazaného na nanocastice bylo stanoveno gravimetricky.

43.2 MCM-41

Mezoporézni nanocastice oxidu krfemicitého typu MCM-41 byly syntetizovany
nasledujicim postupem: n—cetyltrimethylamonium bromid (CTABr, 2,00 g, 5,48 mmol) byl
nejprve rozpustén v 960 ml deionizované vody. Kroztoku CTABr byl pfidan NaOH (aq)
(2,00 M, 7,00 ml) ateplota roztoku byla upravena na 95 °C. Poté byl k roztoku CTAB po
kapkach pridan TEOS (10,00 ml, 44,78 mmol). Smés byla michdna tfi hodiny za vzniku bilé
srazeniny a pevny produkt byl odebran odstfedénim pti otackach 9500 za minutu a promyt
ethanolem a deionizovanou vodou. Vysledna pevna latka byla vysusena pfi 60 °C (pevna latka
v podobé, v jaké byla vyrobena). Pro ptipravu konec¢ného porézniho materialu (MCM-41) byla
pevna latka ve stavu po vyrobé kalcinovana pfi 550 °C v oxidacni atmosfére po dobu péti
hodin, aby se odstranil povrchové aktivni prostfedek. Naplnéni oxidu kfemicitého konopnym
extraktem bylo dosazeno adsorpci par smichanim 100 mg konopného extraktu se 100 mg
kulminované MSN v tésné uzaviené lahvi¢ce. Smés byla inkubovdna v peci pfi 40 °C po dobu
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24 h za neustalého protrepavani. Mnozstvi konopného extraktu navdazaného na nanocastice
bylo stanoveno gravimetricky.

4.4 Charakterizace nanocastic

4.4.1 \Velikost ¢astic a zeta potencial

Distribuce velikosti nanomateridlu, index polydisperzity (Polydispersion index, PDI)
a Zeta potencidl Cistych nanocastic a ¢astic s enkapsulovanymi extrakty byly méfeny pomoci
DLS (Dynamic Light Scattering) na pfistroji Zetasizer Nano SZ (Malvern Instruments, UK).
Analyza byla provedena pfi Uhlu rozptylu 173°, pfi teploté 25 °C za pouzZiti roztoku
rekonstituovanych nanocastic (predem vysusenych a zhomogenizovanych na jemny prasek)
o koncentraci 2 g.L™? v deionizované vodé o pH 7. Vsechna méfeni byla provedena ve tfech
opakovanich.

4.4.2 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Morfologie pfipravenych nanocastic byla vyhodnocena transmisni elektronovou
mikroskopii na pfistroji JEOL JEM-1400 (JEOL Europe SAS, Croissy—sur—Seine, France). Deset
mikrolitr( suspenze nanocastic v deionizované vodé bylo napipetovano na médénou mfizku
a po odpareni vody byly ¢astice pozorovany pfi napéti 120 kV.

4.4.3 Termogravimetrie

Pfi této metodé je hodnocena hmotnost vzorku v zavislosti na Case a teploté a Ize touto
technikou stanovit efektivitu enkapsulace. Pro stanoveni hmotnosti vzorkd a nasledné urceni
mnozstvi enkapsulovaného extraktu do jilu a MCM—-41 byl pouZit pfistroj TGA/DSC 3+ Mettler
Toledo balance (Mettler Toledo Inc., Schwarzenbach, Svycarsko). Oxidace vzorkil byla
zajisténa proudem vzduchu (80 ml/min) s programem ohfevu o 10 °C/min v teplotnim rozsahu
100-1000 °C. Maximalni teplota byla nasledné udrzovana po dobu 30 minut.
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4.5 Antimikrobidlni aktivita

4.5.1 Testované mikroorganismy

Antibakterialni aktivita byla testovana na sedmi bakteridlnich kmenech, jmenovité
Staphylococcus aureus ATCC 25923 a 29213, Staphylococcus epidermidis CCM 50,
Staphylococcus saprophyticus CCM 2727, Staphylococcus lugdunensis CCM 4069,
Staphylococcus epidermidis CCM 4418, Streptococcus pyogenes CCM 4425. Antifungalni
aktivita konopnych extrakt(i byla dale testovana na dvanacti kmenech plisni, a to: 3 kmeny
Nannizzia fulva (CCF 6025; 5338; 5782) 2 kmeny Trichophyton rubrum (CCF 4934; 4879), 2
kmeny Arthroderma insingulare (CCF 5417; 5943), Trichophyton tonsurans CCF 4930,
Nannizzia gypsea CCF 5215, Epidermophyton floccosum CCM 8339, Microsporum canis CCM
8353, Microsporum gypseum 8342 Trichophyton interdigitale CCM 8377. Testované
mikroorganismy byly obdrZzeny z American Type Culture Collection (ATCC), Czech Collection of
Microorganisms (CCM), nebo Culture Collection of Fungi, Katedra botaniky, Univerzita
Karlova, Praha (CCF).

4.5.2 Mikrodiluéni metoda

Pro stanoveni antimikrobidlni a antimykotické aktivity vyjadrené jako minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MICgo) byly pro bakterie i houby pouZity mirné upravené mikrodilu¢ni
metody dle CLSI (CLSI 2008, 2009). Vsechny experimenty byly provedeny ve tfech
opakovanich.

(ng/ml) 1 ] 2 | 3 ] 2 | 5 ] 6 ] 7 | 8] 9 ] 0] 1] 2
C 10224 | A
T s12 | B
256 | ¢

128 D

64 E
32 F

16 G

Obrazek €. 15: Schéma mikrotitracni desticky
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4.5.2.1 MICgo bakterie

K pfipravé zasobniho roztoku byly konopné extrakty enkapsulované v nanomaterialech
nebo jednotlivé nanomaterialy rozpustény na koncentraci 2048 pg/ml. Nasledné byly extrakty
dvojndsobné sériové naredény v koncentracich od 8 do 1024 pg/ml do 96 jamkovych
mikrotitracnich desticek obsahujicich Mueller—Hinton bujén jako rlstové médium. Desticky
byly inokulovéany bakteriemi v kone¢ném poctu 0,5 McF (tj. 1,5 x 108 KTJ/ml, KTJ—kolonie
tvofici jednotka). Inokula byla pfipravena z jednodennich bakterialnich kultur kultivovanych
v MHB pfi 37 °C. Stupen inhibice bakteridlniho rdstu byl hodnocen po 24 hodinach kultivace
pti 37 °C pomoci multidetekéniho readru BioTek Synergy H1 (Agilent) pfi vinové délce 512 nm.

evvzs

s kontrolou rlstu. Jako pozitivni kontrola byly pouzity chloramfenikol a klotrimazol.
4.5.2.2 MICg plisné

Zasobni roztok extraktl enkapsulovanych do nanomateridlli nebo jednotlivé
nanomateridly (c = 2048 pg/ml) byl dvojndsobnym sériovym fedénim davkovan do 96
mikrotitracnich destiCek s plochym dnem, vysledné testované koncentrace se tedy
pohybovaly v rozmezi 16-2048 ug/ml. Jako ristové médium bylo pouZito médium SDB 1640
spH 7. Mikrotitracni desticky byly inokulovany dermatofyty vkonecném poctu
3-7 x 10° KTJ/ml. Inokula plisni byla pfipravena ze ¢trnéct dni starych kultur hub péstovanych
na SDA pfi 27 °C. Stupen inhibice ridstu hub byl hodnocen po péti dnech kultivace pfi 27 °C
pomoci multidetekéniho readru BioTek Synergy H1 (Agilent) pfi 495 nm. Za MIC byla

evvzs

s kontrolou narUstu. Klotrimazol byl pouZit jako pozitivni kontrola.
4.6 Cytotoxicita

4.6.1 Kultivace

Lidské keratinocyty (Cell Lines Service GmbH, Eppelheim, Némecko) byly udrZovany pfi
teploté 37 C v kontrolované atmosfére s 5 % CO2 a 95 % vlhkosti. Bunky byly kultivovany
v médiu DMEM doplnéném penicilinem-streptomycinem v barikdch T75 cm? s povrchovou
upravou. Buriky HaCaT byly subkultivovany oddélenim pomoci enzymu akutazy pfi 80-90 %
konfluenci kazdy 3. nebo 4. den a cerstvé médium bylo doplfiovano kazdé 2 az 3 dny.

4.6.2 Test zivotaschopnosti

Zivotaschopnost keratinocyt(l byla stanovena pomoci MTT testu Zivotaschopnosti bunék
za ucelem vyhodnoceni cytotoxického ucinku nanocastic obsahujicich vytazky z konopi po 24,
48 a 72 hodinach vyjadieného jako 50 % inhibice Zivotaschopnosti (ICsp) ve srovnani
s neoSetfenou kontrolou. Testovano bylo vSech pét skupin nanocastic, neosetiené buriky byly
pouZity jako kontrolni skupina a Cisty DMSO jako slepa kontrola. Testovany byly také surové
extrakty. VSechny experimentalni skupiny a koncentrace byly testovany v péti opakovanich,
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zatimco kontrolni skupiny byly testovany v osmi opakovanich. Buriky v exponencialni ristové
fazi byly oddéleny pfi 80-90 % konfluenci a Zivotaschopné bunky byly spocitany pomoci
roztoku trypanové modfi v Neubauerové pocitaci komUrce pod mikroskopem. Burky byly
nasazeny do 96 jamkovych desti¢ek s povrchovou Upravou v mnozstvi 1,25 x 10° bunék/ml
v koncentraci 200 pl/jamku a ponechany v inkubatoru po dobu 24 hodin. Po inkubaci byly
buriky osetfeny sériové fedénim casticemi/extrakty/ATB v koncentracich od 4 do 1024 pg/ml.
Poté byly desticky inkubovany po dobu 1-3 dna. Po uplynuti poZadované inkubacni doby bylo
médium u vSech experimentalnich skupin, vcetné kontrol, odsato a bunky byly dvakrat
promyty 200 ul DPBS. Nasledné bylo do experimentdlnich a kontrolnich jamek pfidano 200 pl
bezsérového DMEM obsahujiciho 500 pug/ml MTT. Desticky byly inkubovany ve tmé po dobu
dvou hodin. Nasledné bylo médium odsato a vzniklé krystaly formazanu byly rozpustény ve
200 pl DMSO a poté byla zmérena absorbance pomoci mikrodestickové ctecky BioTek Synergy
H1 pfi vinové délce 540 nm.

4.7 Vyhodnoceni dat

Namérend data byla zpracovana v programu Statistica 12, kde bylo vyuzito metody
analyzy rozptylu ANOVA a Tukeyho testu.
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5 Vysledky

5.1 Charakterizace konopného extraktu

V ptilozené Tabulce ¢. 1 je seznam relativniho zastoupeni terpen(l v procentech.
V extraktu konopi kultivaru Chocolope pouzitém pro nds pokus bylo nejvyssi % zastoupeni
terpenu B—caryophyllenu (14,87 + 0,05) %, f—farnesenu (7,49 £ 0,1) %, humulenu (5,02 + 0,06)
%, naopak terpeny Thujene, a—pinene a f—myrcene se nepodafilo identifikovat.

Tabulka €. 2: Relativni zastoupeni terpen( (%)

Terpen EtOH
Thujene ND
o-pinene ND
B-myrcene ND
(4)-Limonene 0.59 £+ 0.01
Linalool 7.3540.02
Fenchol 1.93 £0.01
Trans-2-pinanol 1.45 4 0.01
a-terpineol 2.07+£0.01
B-caryophyllene 14.87 +0.05
a-bergamotene 4.01£0.11
humulene 5.02 £ 0.06
B-farnesene 7.49 £0.1
y-muurolene 0.37 +0.00
Aromadendrene 1.43 +0.01
y-selinene 1.44 £+ 0.08
d-cadinene 0.45 4 0.003
a-cadinene 1.11 £ 0.004
Selina-4(15), 7(11)-diene 2.5+ 0.02
Selina-3,7(11)-diene 3.06 = 0.09
Germacrene B 1.55+0.13
Guaiol 5.31 £ 0.06
Humulene epoxide 2.12+0.06
y-eudesmol 5.73 +0.03
B-eudesmol 3.8+0.01
a-eudesmol 1.21 +0.06
a-bisabolol 1.12 +0.46
Juniper camphor 0.47 £ 0.002
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V predloZené Tabulce €. 3 je seznam identifikovanych kanabinoidl a jejich zastoupeni
v mg/g, nejvyssi zastoupeni v extraktu Chocolope byl prekurzor THC a to THCA (261,75 * 8,20)

evvs

THCV (0,08 + 0,02) mg/s.

Tabulka ¢. 3: Prlmérné zastoupeni kanabinoid( v kultivaru Chocolope v mg/g

Kanabinoid EtOH
CBC 1,45+0,34
CBDA 4,01+0,21
CBG 1,05+0,04
CBGA 9,51+0,22
THC 51,23 +1,59
THCA 261,75 + 8,20
THCV 0,08 £ 0,02

Celkem 329,10+ 10,33

Vytéznost (%) 11,18

5.2 Charakteristika nanocastic

5.2.1 Velikost ¢astic a zeta potencial

V predloZené Tabulce €. 4 je seznam ¢astic, jejich velikosti (hm), dale PDI (polydispersity
index) a Zeta potencidl (mV). Velikost ¢astic se pohybuje vrozmezi 138,2 nm (MCM-41
empty) az 322 nm (Jil 1:1). Nejvétsi rozméry vykazuje Jil (299,4 nm) a nejmensi MCM-41
empty (138,2 nm). PDI (polydispersity index) je mirou rozloZzeni molekulovych hmotnosti ve
vzorku. Udavda nam, jak Sirokd je Skala velikosti polymernich fetézcl v daném vzorku. V tabulce
se PDI pohybuje v rozmezi 0,142 (Jil 1:1) az 0,438 (Jil). Zeta potencial informuje o stabilité
koloidni suspenze. V tabulce se Zeta potencidl pohybuje v rozmezi —25,7 mV az —46,8 mV.

Tabulka €. 4: Velikost ¢astic a zeta potencial

Nazev c¢astice Velikost (nm) PDI Zeta potencial (mV)
Jil 299,4 0,438 -46,8
Jill:1 32 0,142 -40,7
Jil2:1 227,8 0,318 -34,2
MCM41 empty 138,2 0,23 -28,3
MCMA41 + extr 151,5 0,318 -25,7
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V pfedlozeném Grafu €. 1 je znazornéna zavislost poctu Castic MCM—-41 na jejich
velikosti. Z grafu je patrné, Ze nejvétsi pocet castic se pohyboval vrozmezi od 110 nm az
150nm. Primérnd velikost ¢astic byla 138,2 nm. V predlozeném Grafu ¢. 2 je znazornéna
zavislost poctu castic na jejich zeta potencialu. Z grafu je patrné, Ze rozpéti zeta potencialu se
pohybovalo v rozmezi od—35mV az—20mV. Primérna hodnota byla —28,3 mV. V predloZzeném
Grafu €. 3 je zndzornéna zavislost poctu ¢astic jilu s konopnym extraktem na jejich velikosti.
Z grafu je patrné, Ze nejvétsi pocet Castic se pohyboval v rozmezi od 200 nm az 300 nm.
Primérna velikost ¢astic byla 227,8 nm. V predlozeném Grafu €. 4 je zndzornéna zavislost
poctu Castic na jejich zeta potencidlu. Z grafu je patrné, Ze rozpéti zeta potencidlu se
pohybovalo vrozmezi od -40 mV az -20 mV. Pridmérnd hodnota byla —-34,2 mV.
V prfedloZzeném Grafu €. 5 je zndzornéna zavislost poctu castic jilu s konopnym extraktem na
jejich velikosti. Z grafu je patrné, Ze nejvétsi pocCet ¢astic se pohyboval v rozmezi od 200 nm az
400nm. Primérna velikost ¢astic byla 322 nm. V predlozeném Grafu ¢. 6 je zndzornéna
zavislost poctu castic na jejich zeta potencialu. Z grafu je patrné, Ze rozpéti zeta potencialu se
pohybovalo v rozmezi od —45 mV az —35 mV. Primérna hodnota byla —40,7 mV.

Velikost MCM-41 Castic
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Graf €. 1: Velikost ¢astic nanomaterialu MCM—-41
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Zeta potencial MCM-41 Castic
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Graf €. 2: Zeta potencidl ¢astic nanomaterialu MCM-41
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Graf €. 3: Velikost ¢astic nanomateridlu jilu s konopnym extraktem v poméru 2:1

43



Zeta potencial jilu 2:1 s extraktem
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Graf €. 4: Zeta potencidl ¢astic nanomaterialu jilu s konopnym extraktem v poméru 2:1
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Graf €. 5: Velikost ¢astic nanomateridlu jilu s konopnym extraktem v poméru 1:1
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Zeta potencial jilu s konopnym extraktem 1:1
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Graf €. 6: Zeta potencidl ¢astic nanomaterialu jilu s konopnym extraktem v poméru 1:1
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5.2.2 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Na Obrdazku ¢. 16 je vidét morfologie nanocdstic jilu, nanocastice ma kulaty tvar
a sitovanou strukturu. Déle je zde znazornéna morfologie nanodastic jilu s extraktem konopi,
v porovnani se ¢asticemi samotného jilu je vidét zaplnéna sitovana kultura. Na Obrazku ¢. 17
je zndzornéna morfologie nanocastic materidlu MCM-41, ¢astice maji kulaty tvar a sitovani
pfipomind otisk prstl, dale je zde zndzornéna morfologie nanocastic MCM—-41 s konopnym
extraktem, v porovnani se samotnym MCM-41 je vidét zaplnéna sitovana struktura.

100.0nm sy ; < 100.0nm

Obrdzek ¢. 17: Morfologie nanocastic MCM —41 bez extraktu (vlevo), s extraktem (vpravo)
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5.2.3 Termogravimetrie

Z Tabulky mUZeme vyvodit, Ze Jil 2:1 ma nejvyssi efektivitu enkapsulace ze vSech tfi
Castic (32,72 %), Jil 1:1 mél nizsi efektivitu enkapsulace (27,76 %), nicméné u poméru 1:1 je
nutno vzit v potaz, Ze extraktu bylo celkové dvojndasobné mnozstvi oproti poméru 2:1, tudiz
co do absolutniho mnozstvi enkapsulace bylo vétsi mnozstvi u Jilu v poméru 1:1. MCM-41

evvs

Tabulka €. 5: Efektivita % enkapsulace konopného extraktu do nanonosic(

Nazev Castice Efektivita enkapsulace

Jill:1 27,76 %
Jil2:1 32,72 %
MCM—41 + ex. 9,47 %

5.3 Antimikrobialni aktitivita

5.3.1 Bakterie

NejcitlivéjSimi bakteriemi pfi pouziti jilu jako nanomateridlu (Tabulka €. 6) byly kmeny S.
epidermis (MICgo = 16—-128 pg/ml). Pozitivni vliv enkapsulace konopného extraktu do jilu se
projevila skoro u vSech testovanych kmen( bakterii. Koncentrace MICgo se viz Tabulka . 6 se
se zvySujicim pomérem konopného extraktu vU¢i nanomateridlu snizuje, dokonce az
o polovinu, ato konkrétné u kmenQ Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermis, Staphylococcus Ilugdunensis. Pouze ukmenu Streprococcus
pyogenes se efektivita enkapsulace neprokazala.

5.3.2 Plisné

MCM-41 u plisni prokazuje vyrazné lepsi vysledky nez u bakterii. NejcitlivéjSimi kmeny
plisni byly Epidermophyton floccosum, koncentrace MICgo se po enkapsulaci konopného
extraktu sniZila o polovinu oproti pouZiti pouhého nanomateridlu (64 pg/ml). Nejvyssi snizeni
koncentrace MICsgp jsme zaznamenali u kmenl Arhoderma insingulare a Nannizzia gypsea, kde
pouZiti samotného nanomaterialu neprokazalo Zadnou antifungalni aktivitu, po enkapsulaci
konopného extraktu se jasné prokazuje antifungaini aktivita (MICgo = 512 pug/ml). Pouze jeden
kmen plisni byl rezistentni, ato Nannizzia fulva. Hodnoty MICgo ukazuji, Ze enkapsulace
konopného extraktu do nanomaterialu ma antifungdlni ucinek. Jil neprokazal ucinek pouze
u kmene Epidermophyton floccosum, v ostatnich pfipadech samotny jil prokazuje antifungalni
aktivitu, kdy se koncentrace MICg pohybuje vrozmezi 256-1024 pg/ml. Enkapsulace
konopného extraktu do jilu zaznamenala pozitivni vysledky, hodnota MICgy se ve vétsiné
pfipadech snizila o polovinu, u kmene Trichopyhton rubrum dokonce o osmindsobek.
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Tabulka ¢. 6: MICso (ug/ml) proti vybranym bakteriim a dermatofytim

mikroorganismus
bakterie
Kat. ¢islo

Staphylococcus saprophyticus 2727

Streptococcus pyogenes 4425
Staphylococcus aureus 29213
25923

Staphylococcus epidermidis 4418
50

Staphylococcus lugdunensis 4069

plisné
Arhoderma insingulare 5147
5943
Epidermophyton floccosum 8339
Microsporum canis 8353
Microsporum gypseum 8342
Nannizzia fulva 5338
5782
6025
Nannizzia gypsea 5125
Trichophyton interdigitale 8337
Trichophyton rubrum 4879
4934
Trichopyhton tonsurans 4930

MICso (ug/ml)
Chocolope
jil Jil1:1 Jil2:1 MCM41 MCM41 ex.
128 64 64 >1024 >1024
>1024 >1024 >1024 128 >1024
128 64 128 >1024 >1024
128 64 128 >1024 >1024
16 32 64 256 512
128 64 64 >1024 >1024
64 32 64 256 >1024
512 512 512 512 256
1024 1024 512 >2048 512
>2048 >2048 >2048 128 64
512 256 256 512 256
512 256 256 512 256
256 128 64 1024 512
512 256 128 >2048 >2048
1024 256 128 512 256
>2048 128 128 >2048 512
256 128 128 256 128
256 32 64 512 256
1024 512 512 512 512
512 512 256 1024 512

Antibiotika
0,065
16
0,125
0,125
0,065
0,125

0,065

0,5
0,5

>16

0,065
0,065
0,065
0,125

0,25
0,065
0,065

0,065

Konopny ex.
8

128

16

256
>1024
128
256
128
128
128
64
128
128
128
256

128
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5.4 Cytotoxicita

evvs

Samotny extrakt vykazoval nejnizsi hodnoty ICso. Nejvyssi hodnotu zaznamenal samotny
jil pfi 24 h. Cytotoxicita nabyvala nejvyssich hodnot pfi 24 hodinach. Po 48 a 72 hodinach se
cytotoxicita snizovala. Nejvice cytotoxicky byl samotny extrakt, nejméné pak samotny jil
a s pridavkem extraktu to byl jil, co mél nejvyssi cytotoxicky statisticky rozdil pouze po 24
hodinach.

Tabulka €. 7: Hodnota ICso pro nanocdstice a konopny extrakt

ICso pg/ml
cas(h) Jil Jil1:1 Jil2:1 MCM41 MCM ex. Konopny ex.
24 960.19 + 156.66° 315,98 +48,200 444,74 £37,532 625,48 £49,382 587,99+27,29% 60,32+1,24
48 430,55 + 88,08 220,16 + 234 247,97 +42,01 355,58 + 40,32 423,35 + 45,58 38,56 £ 0,35
72 584,68 + 297,07 133,72 + 39,37 252,79 + 35,55 348,38 £ 20,71 363,78 £ 14,88 33,95+1,19
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6 Diskuze

Extrakt kultivaru Chocolope byl temné zeleny, cozZ indikovalo vy$si obsah chlorofylu,
chemicky profil je pfedstaven v Tabulce €. 3, kde je predstaven profil obsahu kanabinoid(,
extrakt obsahoval predevsim prekurzor THC a to THCA 261,75 * 8,20 mg/g. Terpenovy profil
je predstaven v Tabulce €. 2, zde dominoval B—karyofylen, humulen a f—farnesene. Vysledky
naznacuji, Zze kmen Chocolope patfi ke kultivardm s pfevahou R—karyofylenu (Lewis et al.,
2018).

PfedloZzend Tabulka ¢. 4 prezentuje vysledky méfreni dvou samotnych nanonosi¢l a tfi
variant nanonosi¢ll s konopnym extraktem. Tabulka ¢. 4 obsahuje informace o nazvu
Castice, jeji velikosti (nm), PDI (polydispersity index) a Zeta potencialu (mV). Velikost ¢astic
se pohybuje vrozmezi 138,2 nm (MCM-41 empty) az 322 nm (Jil 1:1). Nejvétsi rozméry
vykazuje Jil (299,4 nm) a nejmensi MCM-41 empty (138,2 nm). PDI (polydispersity index) je
mirou rozlozeni molekulovych hmotnosti v polymernim vzorku. Udava nam, jak Siroka je skala
velikosti polymernich fetézcl v daném vzorku. V Tabulce €. 4 se PDI pohybuje v rozmezi 0,142
(Jil 1:1) az 0,438 (Jil). Nizsi PDI znaci uzsi rozlozeni velikosti ¢astic. Zeta potencidl informuje
o stabilité koloidni suspenze. V Tabulce €. 4 se Zeta potencidl pohybuje v rozmezi —25,7 mV
(MCM-41 ex.) az—46,8 mV (Jil). Dle Toropov et al., 2018 se predpovéd stability nanomaterialu
pohybuje vrozmezi mezi —20 az +20 mV. Pfi pohledu na vysledky lze konstatovat, Ze
nanomaterialy
a zaroven nanomaterialy s enkapsulovanym konopnym extraktem byly stabilni.

Rossi et al., 2020 tvrdi, Ze jednim z hlavnich omezeni konopného extraktu je jeho
omezenad rozpustnost ve vodé a nachylnost k chemické degradaci a biologické inaktivaci, coz
pfimo ovliviiuje jeho stabilitu a uc¢innost, proto je potfeba pro potencial konopného extraktu
v lécbé koznich onemocnéni vyvinout formu, kterd zachova jeho biodostupnost. Enkapsulace
konopného extraktu mlze vést ke zvySené efektivité [éCby koZnich onemocnéni. Dle tabulky
(viz Tabulka €. 5) se zd4, Ze pomér jilu 2:1 je nejvhodnéjsi pro enkapsulaci, nicméné u poméru
1:1 je nutno vzit v potaz, Ze extraktu bylo celkové dvojnasobné mnozZstvi oproti poméru 2:1,
tudiZ co do absolutniho mnozstvi enkapsulace bylo vétsi mnozstvi u Jilu v poméru 1:1. MCM-
41 se dle vysledk( v Tabulce €. 5 zda byt nejméné vhodnym nanonosi¢em pro konopny extrakt.
Zaroven je dllezité poznamenat, Ze vSechny nanomateridly s enkapsulovanym konopnym
extraktem prokazaly antimikrobidlni aktivitu.

Tato prace byla zaloZena na zjisténi antimikrobialniho efektu konopi enkapsulovaného
do anorganickych nanonosic (nanojil a MCM—41), dale se zjistovala antimikrobidlni aktivita
samotnych anorganickych nanonosicl. Studie ukazuji na antimikrobidlni aktivitu samotnych
nanonosi¢u (Dardir et al., 2018), Toto tvrzeni se potvrdilo u jilu, konkrétné u testovanych
kmen( S. saprophyticus, S. aureus, S. epidermis, S. lugdunensis, A. insingulare (5147,5943), M.
canis, N. fulva (5338,5782,6025), T. interdigitale, T. rubrum (4879,4934), T. tonsurans, kdy se
limit pro potvrzeni antimikrobidlni aktivity (MICgo) pohyboval v rozmezi od 16-128 (ug/ml)
u bakterii a u dermatofytll v rozmezi 256-1024 (ug/ml).
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Materidl MCM-41 vykazoval lepsi antifungalni vysledky nez antimikrobidlni, proti
testovanym kmenUm bakterii zaznamenal pozitivni vysledky u (S. pyogenes, S. epidermis, S.
lugdunensis. V ramci antifungdlni aktivity vykazal pozitivni vysledky u kmenu A. insingulare, E.
floccosum, M. canis, N. fulva (5338,6025), T. interdigitale, T. rubrum (4879,4934) a T.
tonsurans.

Dle studie zroku 1976 delta—9-tetrahydrokanabinol (A9-THC) a CBD disponuji
bakteriostatickym az baktericidnim Uc¢inkem vacéi  bakteriim Staphylococcus areus,
Streptococcus pyogenes aS. faecailis, proto lze kanabinoidy povaZovat za jednu
z antimikrobialnich sloZek konopi (van Klingeren & ten Ham, 1976) . Nelze vSak opomenout
dalsi dllezitou slozku, kterad je odpovédna za antimikrobidlni aktivitu konopi, a to terpeny.
Napriklad B—karyofylen, ktery dle Tabulky €. 2 pfedstavuje nejvyssi terpenicky podil dle studii
prokazuje antifungdlni a antimikrobidlni aktivitu (Skold et al., 2006), (Dahham et al., 2015),
(Han et al., 2019), (Paduch et al., 2007). Samotny konopny extrakt prokazal svou biologickou
aktivitu proti dermatofytlim a bakteriim skoro uvSech testovanych kmen(, pouze u A.
insingulare (5943) se antifungalni aktivita neprokazala.

Rossi et al., 2020 tvrdi, Ze enkapsulace mlZe vést ke zvysené efektivité 1é¢by koznich
onemocnéni. Toto tvrzeni se v nasi prdaci podafilo potvrdit. Nanojil v poméru 1:1 s konopnym
extraktem prokazoval sniZeni G¢inné koncentrace MICgo u fady kmena bakterii a dermatofyt
v porovnani se samotnym nanonosi¢em o polovinu. Pomér 2:1 vykazoval v nékterych
pfipadech stejné vysledky jako 1:1. MCM-41 zaznamenal pozitivni vysledek vramci
antimikrobidlni aktivity u bakterii. Pouze ujednoho kmene, byla zaznamenana ucinna
koncentrace MICgo, a to u kmene Staphylococcus epidermis. V ramci antifungalni aktivity se
prokazal pozitivni vliv enkapsulace zejména ukment Arhoderma insingulare (5943)
a Nannizzia gypsea (5125), kdy se u pouziti samotného nanomaerialu nepotvrdila antifungdlni
aktivita a po enkapsulaci se podafilo zaznamenat ucinnou koncentraci MICgo. Celkové se se da
konstatovat, Ze enkapsulace konopného extraktu do nanomateridlu mlze vést ke zvysené
efektivité 1écby koznich onemocnéni.

Dale byla stanovena hodnota ICso pro nanocastice a nanocastice s extrakty po 24
hodinach byla v rozmezi 315,98 + 48,20 az 960.19 + 156.66 pg/ml, po 48 hodinach 220,16 +
234 a7 430,55 + 88,08 pg/ml, po 72 hodinach 133,72 + 39,37 az 584,68 + 297,07 pug/ml. (Rekha
& Anila, 2019) testoval cytotoxicitu nanomaterial(i na fibroblastech a zjistil, Ze koncentrace
ICs0 = 710 pg/ml naznacuje biokompatibilitu nanomaterial( a relativné nizkou cytotoxicitu. Dle
vysledkll Ize konstatovat, Ze nanocdstice vybrany pro tento pokus byly biokompatibilni,
a potvrzuji moznost jejich vyuziti v boji proti koznim onemocnéni.
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7 Zaver

Lze konstatovat, Ze hypotézy a cile prace byly naplnény, antimikrobialni aktivita
enkapsulovaného konopného extraktu do anorganickych nosi¢l byla ve srovnani se
samotnymi anorganickymi nosi¢i ucinnéjsi, ¢imz se potvrdila jeho antimikrobidlni aktivita.
Konopny extrakt se podafilo enkapsulovat do obou nanonosicu.

Byla ovéfena antimikrobidlni U¢innost vici témér vSsem testovanym kmenim bakterii
a dermatofytll. MCM-41 vykazovalo lepsi vysledky vrdmci antifungdlni aktivity. Nanojil
vykazoval antimikrobidlni aktivitu u bakterii a dermatofytl. Nanojil v poméru 1:1 s konopnym
extraktem prokazoval sniZeni G¢inné koncentrace MICgo u fady kmena bakterii a dermatofytl
v porovnani se samotnym nanonosicem o polovinu. U nanonosice MCM—-41 se v ramci
antifungdlni aktivity prokdzal pozitivni vliv enkapsulace zejména ukmeni Arhoderma
insingulare (5943) a Nannizzia gypsea (5125), kdy se u pouzZiti samotného nanomaterialu
nepotvrdila antifungalni aktivita apo enkapsulaci se podafilo zaznamenat ucinnou
koncentraci MICgo. Celkové se da konstatovat, Ze enkapsulace konopného extraktu do
anorganickych nanonosi¢l mize vést ke zvysené efektivité 1é¢by koZnich onemocnéni.

V mnoha studiich bylo prokdzano, Ze kanabinoidy a terpeny jakozto hlavni komponenty
rostlin konopi se jiz po tisicileti celosvétové vyuZivaji v tradi¢ni mediciné. Enkapsulace
konopného extraktu do nanomateridld by mohla vyrazné zlepsit vyuziti téchto latek v boji
proti koZznim onemocnénim. Vzhledem ke své velikosti, maji nanocastice moznost pronikat
skrze bunécné bariéry aslouzit tak v mediciné jako nosiCe pro biologicky aktivni [atky
a Castec¢né tak nahradit Siroce pouzivana antibiotika. Prace byly provadény v podminkach
invitro a nepostihovaly kizi jako celek, ktera je mnohem odolnéjsi.

V budoucnu bude pottreba provést dalsi vyzkumy, které by zahrnovaly dalsi nanonosice
a jiné konopné extrakty. Soucasné stim musi ndasledovat testy invivo, aby napomohly
k efektivnéjSimu vyuZziti konopi v |é¢bé koznich onemocnéni.
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