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In vitro toxicita extrakti Cannabis v rozdilném stupni
zralosti na bunky strevniho epitelu

Souhrn
Nejéastéjsi nadorové onemocnéni v Ceské republice je kolorektalni karcinom. Z tohoto

divodu je snaha hledat krom¢ konvencni 1écby 1 nové moznosti mezi, které patii vyuzivani
riznych rostlin a jejich extraktl. Mezi takové rostliny patii 1 konopi, které je znamé pro své
omamné U¢inky diky obsahu THC (tetrahydrokanabinol) a CBD (kanabidiol) v susenych
kvétech, které jsou pro tento ucel vyuzivané. DalSim vyuziti konopi je v potravinafstvi,
kosmetice ale i ve farmacii, a to pravé diky obsahu THC a CBD a celé fad¢ dalSich biologicky
aktivnich latek. Tyto biologicky aktivni latky vykazuji antioxidacni, protizanétlivou
a protinadorovou aktivitu.

Cilem této prace bylo otestovat etanolové extrakty kultivaru Cannabis péstovaného
v rozdilnych podminkach hnojeni a sklizeného v riznych casovych obdobich 14 tydnda.
Z jednotlivé sklizenych kvétenstvi byly ptipravené etanolové extrakty, které¢ byly nasledné
odpareny a nafedény v DMSO na koncentraci 8 mg/ml. Takto pfipravené zasobni roztoky byly
nasledné vyuzity na testovani na jednotlivych buné&¢nych liniich (Caco-2, HT29 a CCD 841
CoN) a pomoci tetrazol bromidu byla stanovena ICso (inhibi¢ni koncentrace).

Z dosazenych vysledki je patrné, ze existuje variabilita mezi jednotlivymi bunéénymi
liniemi a ¢asem sklizn€. U buné¢né linie Caco-2 byla hodnota 1Cso od 34,11 ug/ml do hodnot
nad 128 pg/ml. U linie HT29 byly hodnoty od 27,23 ug/ml do hodnot nad 128 pg/ml au CCD
841 CoN od 32,77 ng/ml nad 128 pg/ml. Mezi cykly, a ani mezi extrakty z rizné¢ hnojenych
rostlin, nebyly nalezeny statisticky priikazné rozdily s vyjimkou rozdilu mezi prvnim a druhym
cyklem u bunééné linie Caco-2. Statisticky vyznamné rozdily byly ale mezi jednotlivymi tydny
sklizn¢. Zejména mezi ¢tvrtym a patym tydnem doslo k vyraznému zvySeni cytotoxicity u linie
HT?29. Tato zména v cytotoxicité koleruje s nartistem kanabinoidii v rostlinach v tomto obdobi.

V zavislosti na stafi rostlin a zvySujicimu se obsahu biologicky aktivnich latek se
zvySuje toxicita jednotlivych testovanych extrakti. Z tohoto divodu je nejvhodnéjsi sklizet
kvétenstvi minimalné od 5. tydne, kdy se zvySuje obsah biologicky aktivnich latek. Soucasné
takto ziskané extrakty jsou vysoce selektivni na nddorovou buné¢nou linii HT29 a témé&f nemaji

vliv na normalni buniky bunééné linie CCD 841 CoN.

Klic¢ova slova: Caco-2; HT29; CCD 841 CoN; nadorova onemocnéni; selektivita; konopi



In vitro toxicity of Cannabis extracts at different stages of
maturity on intestinal epithelial cells

Summary
The most common cancer disease in the Czech Republic is colorectal cancer. For this

reason, there is an effort to find new possibilities, in addition to conventional treatment, which
include the use of various plants and their extracts. Such plants include Cannabis, which is
known for its narcotic effects due to the content of THC and CBD in dried flowers, which are
used for this purpose. Another use of Cannabis is in the food industry, cosmetics, but also in
pharmacy, thanks to the content of THC and CBD and a number of other biologically active
substances. These biologically active substances have antioxidant, anti-inflammatory and
anti-tumor activity.

The aim of this work was to test ethanol extracts of Cannabis cultivar grown under
different fertilization condition and harvested at different time periods within 14 weeks.
Ethanolic extracts were prepared from individually harvested inflorescences, which were
subsequently evaporated and diluted in DMSO to a concentration of 8 mg/ml. This way
prepared stock solutions were then used for testing on individual cell lines (Caco-2, HT29 and
CCD 841 CoN). The ICso was determined using tetrazole bromide.

The results show that there is variability between cell lines and harvest time. For the
Caco-2 cell line, the ICso ranged from 34.11 ug/ml to values over 128 pg/ml. For the HT29
line, values ranged from 27.23 pg/ml to values over 128 pg/ml and for CCD 841 CoN from
34.27 ng/ml over 128 pg/ml. No statistically significant differences were found between cycles
or between extracts from differently fertilized plants. The only exception was the difference in
the results between the first and the second cycle in Caco-2 cell line. But there were statistically
significant differences between harvested weeks. Especially between the fourth and fifth week,
there was significant increase in cytotoxicity in the HT29 line. This change in cytotoxicity
correlates with the increase of cannabinoids in plants during this period.

Depending on the age of the plants and the increasing content of biologically active
substances, the toxicity of the individual tested extracts increases. For this reason, it is best to
harvest the inflorescence at least from the fifth week, when the content of biologically active
substances increases. At the same time, the extracts thus obtained are highly selective for the
tumor cell line HT29 and have almost no effect on the normal cells of the CCD 841 CoN cell
line.

Keywords: Caco-2; HT29; CCD 841 CoN; cancer diseases; selectivity; Cannabis
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1 Uvod

Lécebné ucinky Cannabis spp. zname uz dlouho. Tyto 1é¢ebné ucinky zpusobuji
biologicky aktivni latky v Cannabis, ptesnéji kanabinoidy. Cannabis je rozsitenou rostlinou se
Sirokym spektrem vyuziti od dopliku stravy, masti¢ek, rekreacnich drog az po farmacii. Pres
Siroké vyuziti Cannabis v 1é¢b¢ nadorovych onemocnéni se vi jen minimalné o tom, jaké jsou
ucinky extraktii konopi z rostlin v riznych stadiich zralosti, zejména pted botanickou zralosti
nebo po ni. Také se malo vi o tom, jaky vliv mize hrat vyziva vlastni rostliny v zavislosti na
pfijmu zivin a zpusobu jejich pouziti. VSechny tyto aspekty mohou ovliviiovat vyslednou
toxicitu pouzitych extraktt.

V posledni dobé se sleduji ucinky biologicky aktivnich latek na bunéénych liniich. Je to
hlavné z toho diivodu Ze je to levnéjsi a rychlejsi nez pokusy na zvitatech, jedna se o lidské
buné¢né linie, a jesté k tomu o linie riznych karcinomu. Tyto vlastnosti bunéénych liniich
oteviraji moznosti testovani cytotoxicity jak jednotlivych sloucenin, tak i jejich realnych smési
v extraktech z rostlin. Lze tak i sledovat faktory ovliviiujici obsah biologicky aktivnich latek
v rostlinach a péstovat rostliny pro dané ucely s cilenou aplikaci na ur¢ity druh karcinomu.



2 Cil prace

Cilem prace bylo pomoci standardnich metod urc¢it hodnotu ICsp u testovanych extraktti
Cannabis v rozdilném stavu zralosti na bunéénych liniich kolorektalniho karcinomu (Caco-2
a HT29) a zdravych bunkach (CCD 841 CoN), a nasledné vybrat nejvhodnéjsi stadia zralosti
Cannabis, pfi kterych budou mit extrakty nejvyssi cytotoxicitu.

Hypotézou prace bylo, ze rozdilny stupen zralosti Cannabis spp. bude mit vyznamny vliv
na in vitro toxicitu lidskych bunéénych linii a se zvysujici se zralosti rostlin bude toxicita
vyznamné silnéjsi.



3 Literarni reSerse

3.1 Gastrointestinalni trakt

Pro udrzeni zivotnich funkei je nezbytné pfijimat potravu. Organy podilejici se na piijmu,
mechanickém i chemickém zpracovani potravy, rozSté€peni na jednotlivé ziviny (traveni) a jejim
nasledném vstiebani (resorpci) tvoii gastrointestinalni trakt (dale jen GIT). Ten mulZeme
rozdélit na 3 ¢asti: 1) horni ¢ast je tvofena UGsty, jicnem a zaludkem; 2) stfedni Cast, skladajici
se z tenkého stieva, a 3) dolni ¢asti, ktera piedstavuje tlusté stievo (Kittnar, 2020).

V ustni dutiné dochazi K ptijmu veskeré potravy. Potrava je mechanicky rozmélnéna
a béhem zvykani dochazi k promichéni se slinami. Sliny se skladaji z hlenovité latky mucinu,
ktery umozituje polykani a usnadniuje pohyby pii zvykani a artikulaci. Dale také obsahuje malé
mnozstvi NaCl, a-amylazu (ptyalin) zahajujici traveni $krobt, imunoglobulin A, lysozym
a laktoferrin (starajici se o imunitni obranu) (Kittnar, 2020) a HCO3™ jako pufrovaci latku na
pH okolo 7, které je optimalni pro aktivitu amylazy (Silbernagl et al., 2016). Peristalticka vina
vyvolana polykacim reflexem posouva sousto svalovou trubici hltanu a jicnu do Zaludku.
Vdechnuti potravy zabrafiuje horni svéra¢ jicnu a dolni svéra¢ jicnu zabrafiuje pronikani obsahu
zaludku do jicnu a naslednému poskozeni jicnu (Kittnar, 2020).

Pfijata potrava se v zaludku hromadi a po malych davkach je dale pfedavana do dalsich
Casti GIT. Zaludek se sklada ze dvou hlavnich ¢asti, a to z proximélniho a distalniho Zaludku.
Proximalni ¢ast slouzi predev§im k uskladnéni potravy. V distalni ¢asti zaludku je potrava
upravena a jsou zde Zaludedni §favou natraveny proteiny. Zalude¢ni §tava obsahuje
pepsinogen, ktery je aktivovan kyselym prostiedim roztokem kyseliny chlorovodikové, na
aktivni pepsin podilejici se na traveni bilkovin. Kyselina chlorovodikova vytvarejici kyselé
prostiedi, tim pisobi baktericidné, umoziuje aktivaci pepsinu a ptispiva k denaturaci bilkovin.
Nasledn¢ je v zalude¢ni $tavé obsazen mucin jako ochranny filtr pfed poskozenim zaludeéni
stény kyselinou chlorovodikovou (Silbernagl et al., 2016). Nejen enzymy a Kkyselina
chlorovodikova se stara a zpracovani potravy v zaludku, ale také vlastni pohyby zaludku hraji
vyznam. Pohyby Zaludku promichéavaji jednotlivé slozky potravy a dale ji rozmélnuji do
kasovitého stavu (Kittnar, 2020). Ze zaludku odchézi travenina vratnikem do tenkého stfeva po
3 az 4 hodinach (Madni et al., 2016) v zavislosti na travené matrici.

Tenké sti‘evo je asi 2 m dlouhy organ skladajici se ze 3 ¢asti. Z duodena tstici ze zaludku,
pokracujici jako jejunum a posledni ¢ast je ileum, které Gsti do tlustého stieva. Hlavni funkci
tenkého stfeva je dokonCeni traveni potravy a resorpce produktll $tépeni spolu s vodou,
elektrolyty a vitaminy. Stépeni je zde zprostiedkovavano pomoci enzymii pankreatické §tavy.
Traveni tukl je zprostiedkovano diky solim zluové kyseliny, které jsou obsazeny ve zluci
z jater. Velké mnozstvi Zivin je zde vstiebano a odvedeno portalni zilou do jater, a to diky
sliznici s velkym obsahem klkd, a tim i zvétSenou plochou pro vstiebani zivin (Silbernagl et al.,
2016). Prichod tenkym stievem je relativné rychly a miuze trvat jen nékolik hodin (Kittnar,
2020). Vstiebané ziviny jsou tedy nasledn¢ odvadény portalni zilou do jater.

v lidském téle (Silbernagl et al., 2016). Spolu se zivinami a jinymi vstiebanymi latkami se
dostavaji do jater i nékteré toxické latky, ptipadné mikroorganismy, které prosly stfevni
bariérou. Diky velkému ptivodu krve jsou jatra dualezity organ homeostazy a slouzi jako
centrum zpracovani zivin z potravy, metabolické a detoxikacni centrum, tim Ze eliminuji latky
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ohrozujici organismu, a také jako zasobarna néckterych latek prevazné bilkovin, tukl
a glykogenu. Nasledné jsou mistem syntézy fady latek a hraji znac¢nou roli ve vyluCovani
a termoregulaci (Kittnar, 2020). Syntetizuje se zde zlu¢, ktera je nasledné¢ uskladiovana ve
7luéniku, a tim jatra vykonavaji svoji exokrinni funkci. Zlu¢ se vyléva do tenkého stfeva
ve dvanactniku, kde pomaha s travenim tukd.

Nejen zluénik, ale také slinivka bFiSni pomaha s travenim potravy v tenkém stievé.
Jednou z primarnich funkei slinivky bfi$ni je tvorba pankreatické §tavy, ktera se také vyléva
do tenkého stfeva ve dvanactniku, a neutralizace chymu, coz je tekuta nebo kasovita forma
natrdvené potravy, na pozadované pH a to mezi 7-8. Tato pankreatickd $t'ava téz obsahuje
travici enzymy, vétSinou jejich prekurzory, které nasledné sStépi bilkoviny (trypsinogeny,
proelastaza), tuky (pankreaticka lipaza) a sacharidy (a-amylaza) (Silbernagl et al., 2016).

Tlusté stievo je asi 1,3 m dlouha trubice (Kittnar, 2020) a je posledni ¢asti GIT. Sklada
se z céka, kolonu (tra¢nik) a rekta (kone¢nik). Z tenkého stieva sem proudi tekuty nebo kasovity
obsah nazyvany jinak chymus. Zde pak dochazi k resorpci vody a elektrolytd z chymu. Tlusté
stfevo je osidleno stievni mikrobiotou, ktera zpftistuptiuje z nestravitelnych ¢asti traveniny
Ziviny a travi komplexni sacharidy. Béhem téchto procesti dochazi k produkci vitamint, napft.
vitaminu K a mastnych kyselin, které jsou v tlustém stfevu resorbovany. Navic stfevni
mikrobiota vyznamnou mérou pfispiva jak ke zdravi traviciho traktu, tak i k celkové imunité
organismu (Silbernagl et al., 2016). Souhrnné mezi ¢tyti zakladni funkce tlustého stieva patii
resorpce vody a elektrolytil, skladovani stievniho obsahu, produkce vitaminu K a na zavér
tvorba a vylu¢ovani formované stolice (Kittnar, 2020).

Celkova doba pruchodu traveniny muze dosahovat az 120 h a je ovlivnéna slozenim
ptijimané potraviny (Silbernagl et al., 2016). Cim je pfijimana potravina komplexng&jsi a hiife
zpracovatelna, tim se potiebny ¢as od piijmu po vstiebani prodluzuje. Naopak u jednoduchych
potravin a 1é¢iv se doba piijmu vyrazné zkracuje. Pfi peroralnim podani 1é¢iv dochazi ke
vstiebani ptevazné sliznici tenkého stieva a obvykla doba vstiebani trva 30 minut (Lincova et
Farghali, 2007; Lillmann et al., 2004; Madni et al., 2016). N¢kteti autofi jako naptiklad
Lincova a Farghali (2002) a Liillmann et al. (2004) uvadi, Ze je mozné ovlivnit misto vstiebani
zvySenou ochranou 1é¢iva pied nizkym pH v zaludku. Dal$i z moznosti je rektalni podani 1é¢iv.
Zde 0¢inek nastupuje obvykle jiz mezi 15 az 20 minutami po aplikaci.

Ptes vSechna moZzna autoimunitni opatfeni dochazi i tak v lidském organismu k celé fadé
onemocnéni traviciho traktu.

Tato onemocnéni vznikaji Casto kvili dlouhému prichodu traveniny pies travici trakt
nebo Spatnym sloZenim diety. Doba pasaze traveniny tlustym stfevem je ovlivnéna hlavné diky
vlakning, ktera zrychluje prichod zazivacim traktem, ¢imz ale sniZuje jeji moznou vyuzitelnost.
Na druhou stranu, kvili dlouhé dobé pasaze mize vznikat vice volnych radikala a v dasledku
toho vznikat fada onemocnéni, jako tieba kolorektalni karcinom. Spatné slozeni diety miize
zpusobovat tfeba zacpu a potize s defekaci, fisury a hemoroidy, syndrom drazdivého traéniku,
zanétlivd onemocnéni stfev, prijmy a alergie. Jedna se hlavné o nevyvazeny pfisun ovoce
a zeleniny, velké mnozstvi Cerveného masa, velky pfijem tuki a energie, anebo mlécné vyrobky
Vv piipadé¢ alergiich a intoleranci (Pelikan, 2005; Tan et Seow-Choen, 2007; Young, 2000).
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3.2 Nemoci gastrointestinalniho traktu
Onemocnéni traviciho traktu je celd tada, pocinaje refluxni chorobou jicnu, pfes

bakterialni, virové ¢i parazitarni infekce, po velice zdvazna onemocnéni jako jsou napiiklad
zalude¢ni viedy, Crohnova choroba, ulcerdzni kolitida a nejriznéj$i nadorova onemocnéni.

3.2.1 Crohnova choroba

Mbachi et al. (2019) a Mescher (2018) popisuji Crohnovu chorobu (CCH) jako
idiopaticky chronicky zanétlivy proces, ktery se muze vyskytnout v jakékoliv ¢asti travici
trubice, ale nejcastéji se vyskytuje v tenkém nebo tlustém stievé. Kombinace genetickych
a imunitnich faktortt a vlivu prostiedi je dosud ne upln¢ objasnéna ptic¢ina vzniku CCH
(Mescher, 2018). Zanéty prochazi celou tloustkou travici stény a mezi zanéty jsou useky
neposkozené sliznice. Tato choroba je obcas spojena s komplikacemi, které pisobi vyznamnou
morbiditu a mortalitu. Pacienti trpici CCH tlustého stfeva mohou mit veliké mnozstvi ptiznaki.
Prijem je nejcastéji piiznakem onemocnéni tenkého stfeva, ale krvacivé prijmy jsou Castéjsi
u pacientd trpicich CCH. U nékterych pacientii se také muze rozvinout fulminantni nebo
toxicka kolitida, horecky, tachykardie, hypotenze, metabolické aciddzy nebo oligurie a akutni
renalni selhani (Hedrick et Friel, 2013). V n¢kolika experimentalnich modelech byl prokazan
protizanétlivy G¢inek konopi pfi stievnich zanétech (Allegretti et al., 2013; Lal et al., 2011,
Naftali et al., 2013; Storr et al., 2014), ale neni znamo, zda to koreluje s men$im pocétem
komplikaci U pacientll s Crohnovou chorobou (Mbachi et al., 2019). Naftali et al. (2013)
studovali 21 pacient s Crohnovou chorobou, které nahodné rozd¢lili do dvou skupin a bylo
jim podéavano konopi vV podobé cigaret dvakrat denné. Jedna skupina, 11 pacientl, dostavala
cigarety s konopim obsahujici 11,5 mg tetrahydrokanabinolu (THC) a druha skupina, 10
pacientii, dostavala cigarety s konopim, ze kterych bylo THC vyextrahovano. Po 8 tydnech
pokusu u 5 pacienti ze skupiny, které bylo podavano THC, a u jednoho pacienta z placebo
skupiny, doslo ke klinické remisi neboli navratu k ptivodnimu fungovani pied vypuknutim
nemoci. Tento vysledek ale nedosahl statistické vyznamnosti, nejspiSe kvili malému pocétu
pacientd.

3.2.2 Nadorova onemocnéni

Nédor je velké mnozstvi tkané, které vzniklo diky nekoordinované a autonomni
proliferaci bun¢k, kdy doslo k selhani mechanismu apoptdzy. Apoptdza je programovana
bunééna smrt nevyvolavaci zanét. Podle biologického chovani délime nadory na benigni neboli
nezhoubné nadory, a maligni, zhoubné nadory. Benigni nadory rostou pomaleji, maji vysoky
stupen diferenciace a chybi jim metastaze. Maligni nddory maji rychly riist, nejsou prakticky
diferenciované a velmi Casto metastazuji (Zamecnik, 2019). Vznik metastazi je schopnost
rozsifit se pomoci migrace a napadnout dalsi, jak sousedni, tak Gpln¢ jiné ¢asti lidského téla
a zakladat zde vzdalena loZiska jiz zminované metastaze (Geiger et Peeper, 2009). Nadory se
muZzou projevit komplikaci v daném misté svého bujeni, tim Ze zplisobuji bolest, tlak, krvaceni
nebo vytadi funkci daného organu. Nadory se miZzou objevit od mozku, ptes prsa, az po tlusté
stfevo. Podle mista vzniku se jednotlivé nadory oznacuji a Vv tlustém stieveé se setkavame
s oznac¢enim kolorektalni karcinom. Jedna se o maligni epitelidlni nador s definujicim znakem,
kterym je invaze do submukoézy ne-li hloubé¢ji, na rozdil od karcinomu v jinych lokalizacich.
Patii mezi tii nejcastéj$i maligni nadory na svété spolu s karcinomem plic a prsu, a jedna se
0 druhou nejcastéjsi pti¢inu smrti ze vSech malignich karcinomt. U mizu se vyskytuje jako
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tieti nejcastéjsi hned po karcinomu prostaty a plic a u Zen se vyskytuje dokonce jako druhy
nejcastéjsi, vice Casty je uz jenom karcinom prsu. Vyskyt kolorektalniho karcinomu se hodné
1i81 1 geograficky, naptiklad ve Spojenych statech americkych se jedna o teti nejcastejsi pripad
karcinomu (Stintzing, 2014), za to v Evrop¢ se jedna u druhy nejcastéjsi piipad. Kdyz budeme
porovnavat jednotlivé staty a vékovou standardizovanou incidenci tak na prvnim mist¢ je Jizni
Korea a Ceska republika je na Sestém misté. Z hlediska pohlavi je na prvnim misté u muzské
populace Slovensko a na prvnim misté v zenské populaci je Norsko. Ceska republika je
U muzské populace na ctvrtém miste a U zenské na Sestnactém miste. Primérny vékovy vyskyt
je okolo 60 let (Zamecnik, 2019).

Vznik nadorovych onemocnéni je kombinace genetickych a vnitinich a vnéjsich faktora.
koufeni, konzumace alkoholu, t€Zké kovy, nadmérné slunecni svétlo, zateni, nedostatek fyzické
aktivity(lrigaray et al., 2007) a podle Sankpal et al. (2012) se Zivotni prostiedi podili na vzniku
skoro 80 % nadorovych onemocnéni. U prevence vzniku kolorektalniho karcinomu se dava
diraz na potravu. Vysoce energeticky bohata strava s vysokym obsahem tuk, rafinovanych
cukr a Zivoc¢iSnych bilkovin také ¢asto oznaCovana jako ,,zdpadni dieta” se povazuje za
predispozici vzniku kolorektalniho karcinomu. Na druhou stranu strava bohatd na ovoce,
zeleninu a vldkninu se povazuje jako protektivni. Vldknina totiz pomaha ke zrychleni stfevni
motility a tim i snizeni kontaktu sliznice a traveniny. Ke zrychleni stievni motility pomaha
I zvySeni fyzické aktivity, proto je dalS$im prekurzorem ,,sedavy” typ zivota, ktery je Casto
spojovan s jiz zminovanou ,,zapadni dietou*. Dlouho trvajici idiopatické stfevni zanéty, jako je
CCH a ulcerézni kolitida, také znaén€ zvySuji vznik kolorektalniho karcinomu (Zamecnik,
2019).

Pro testovani uc¢inkt biologicky aktivnich latek na nddorové buiiky se pouZziva nejriiznéjsi
bunééné linie. Nejéastéji pouzivanymi jsou linie A549, Caco-2, CCD 841 CoN, HT29
a MCF-7. Dle databaze Expasy provozované Svycarskym institutem pro bioinformatiku
(www.expasy.org/cellosaurus) je linie A549 karcinom plic, Caco-2 a HT29 kolorektalni
karcinom, CCD 841 CoN zdrava bunééna linie stiev a MCF-7 je invazivni karcinom prsu.

3.3 Konopi (Cannabis spp.)
Konopi seté (Cannabis sativa L., 1753) je velice variabilni, komplexni, polymorfni druh

(Russo et al., 2008). Jako misto puvodu konopi je povazovana Eurasie (Xu et al., 2021). Jedna
se o jednoletou rostlinu, rozmnoZujici se pomoci semen. Idealnim mistem pro riist konopi jsou
oteviena slunna mista s dobie propustnou a lehkou ptidou (Grotenhermen et Russo, 2013).
V soucasnosti je konopi celosvétové rozsifené a roste v riznych nadmotskych vyskach,
stanovistich, pudnich a klimatickych podminkach (Clarke et Merlin, 2017). Spolu s chmelem
otac¢ivym (Humulus lupulus L., 1753) se fadi do ¢eledi konopovité (Cannabaceae) (Schultes et
al., 1970). Jedna se o dvoudomou rostlinu z ¢ehoz vyplyva, Ze je schopna tvofit jak samici, tak
sam¢i rostliny. Diky své genetické plasticité je t€zké Cannabis zarfadit a porad se diskutuje
0 spravné botanické klasifikaci (Malik et al., 2021). Small a Cronquist (1976) ke klasifikaci
Cannabis pouzili dvoufazovy pfistup, kde kombinuji morfologické a chemické vlastnosti, ¢imz
ziskali 4 skupiny. Ale Zhang et al. (2018) doporucuji, aby konopi bylo byt povazovano za
monotyp jako Cannabis sativa L. a rozdéleno do tii poddruhti: Cannabis sativa (konopi seté),
Cannabis indica (konopi indické) a Cannabis ruderalis (konopi plevelné). Z hlediska nafizeni
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vlady ¢. 463/2013 Sb. se konopi seté deli do dvou odlisnych skupin, a to na technické konopi
a ,,obycejné* konopi (marihuanu). Abychom mohli legalné klasifikovat technické konopi, tak
rostlina nesmi obsahovat vice nez 0,2 g/100 g v susin¢ v Evropé a 0,3 g/100 g Vv susin¢
v Severni Americe opojné slou¢eniny A°-tetrahydrokanabinol (A%-THC) (Small, 2015; Fike,
2016; Leonard et al., 2020). Takto nizka hladina THC v technickém konopi nevyvola intoxikaci
(Xu et al., 2021). U konopi indického se setkavame s hladinou vétsi nez 0,3 g/100 g THC
Vv susing, a ma tedy vysoce opioidni G¢inky a péstuje se pouze za timto ucelem. Pod ndzvem
marihuana mizeme téz znat samici kvétenstvi a naslednou pryskyfici vznikajici na téchto
vrcholech pod nadzvem hasis.

Konopi set¢é ma mnoho vyuziti, a to jak technické konopi, tak i konopi ,,obycejné*
(marihuana). Technické konopi bylo po vétSinu nasi historie péstovano pro piizi a semena, jako
dvoutcelova plodina, ale v omezené mife také jako zdroj oleje (Small, 2015). V poslednich
nékolika desitkach let vzrostl zajem o technické konopi jako vicetuc¢elovou plodinu. Poprvé od
roku 2015 piekrocilo technické konopi hranici 20 000 ha jako dvouucelova plodina, a to
S vyuzitim na semeno a pro piizi (Tang et al., 2016). Se vzristajicim pozadavkem na technické
konopi a jeho péstovani se rozrostl i zajem o jeho dalsi Slechténi s dirazem na vysoké vynosy
a nizkou koncentraci THC. V popiedi §lechtitelského zajmu jsou i dalsi znaky, vcetné vétSich
semen se snadné&jsim loupanim, obsahem specifickych aminokyselin a mastnych kyselin
a dalsich biologicky aktivnich sloucenin s vyznamem pro potravinafstvi, farmacii
a lékarstvi(Fike, 2016; Leonard et al., 2020; Ngobeni et al., 2016; Salentijn et al., 2015;
Schluttenhofer et Yuan, 2017).

Moznosti vyuziti konopi pro 1ékatrské Gcely je mnoho a vyuziva se k 1é¢bé celé tady
nemoci (Wingerchuk, 2004). Toto vyuziti je diky specifickému obsahu THC, kanabidiol-CBD
a kanabichrom-CBC, coz jsou konopné metabolity. Bylo zjisténo, ze kanabinoidy zmiriuji
neurologické stavy vcetné symptomi souvisejicich s roztrousenou sklerdézou, jako jsou
spasticita, bolest, ties a dysfunkce mocového méchyte (Baker et al., 2003). U dalsich
neurologickych stavii, jako jsou chronicky nezvladatelna bolest, dystonie a Tourettiv syndrom,
bylo také zjisténo zmirnéni po uzivani konopi (Strouse, 2016; Williamson et Evans, 2012). Dale
se konopi pouziva k 1é¢bé anorexie u pacientt trpicich AIDS anebo u nadorovych onemocnéni
(Baker et al., 2003; Williamson et Evans, 2012). V gastroenterologii se konopi vyuziva k 1é¢eni
anorexie, zvraceni, bolesti bficha, gastroenteritidy, prijma, stievnich zanéti a diabetické
gastroparézy (lzzo et Camilleri, 2008).

3.4 Kanabinoidy

V soucasnosti je znamo vice jak 100 rtznych latek, které se souhrnné oznacuji jako
kanabinoidy a byly ziskany z konopi (EISohly et al., 2017). Hladina kanabinoida se v prib&hu
ristu méni, od faze semenacku po obdobi kvétu se hladina kanabinoidi obecné zvysuje. Obsah
kanabinoidu je rozdilny i v riznych castech rostliny a zvysuje se od vétSich stonkt, po mensi
a mladsi listy, kvéty az po perigonalni listeny, které pokryvaji samici kvéty a nasledné i plody.
K relativni zméné obsahu kanabinoidi mliZe dojit i diky riznym podminkdm okoli. Podminky,
které byly zkoumany, jsou dostupnost zivin, teplota, intenzita svétla, kvalita svétla, intenzita
ultrafialového svétla a fotoperiodicita (Small, 2015). Kanabinoidy mtzeme délit na neutralni
kanabinoidy a kanabinoidni kyseliny (Malik et al., 2021). Puavod kanabinoida je
z kanabigerolové kyseliny a lisi se pfedevsim tim, jak je tento prekurzor zacyklen. Diky svym
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psychoaktivnim u¢inkiim je fytokanabinoid THC nejznaméj$im a je primarni intoxikacni
slou¢eninou v konopi (Tomko et al., 2020) a zda se byt i nejaktivnéjsi (Naftali et al., 2011).
Stejné tak CBD je jednim z nejaktivnéjSich kanabinoidi (Naftali et al., 2011), ktery ma také
opojné tucinky, podobné jako THC (Tomko et al., 2020). Vyzkum funk¢énich roli
endokanabinoidniho systému v imunitni modulaci ukazuje, Ze se kanabinoidy ucastni téméf
vSech hlavnich imunitnich udalosti (Naftali et al., 2011). Kanabinoidy posouvaji rovnovahu
typu 2 (Th2 fenotyp) a potlacuji bunééné zprostiedkovanou imunitu, zatimco humoralni
imunita mize byt posilena (Pacifici et al., 2003). Maji schopnost narusovat progresi nadoru na
riznych turovnich, a to hlavné diky indukci smrti rakovinnych bunék apoptdézou nebo
zastavenim bunécéného cyklu a zdroveinl inhibici proliferace téchto bunék. Minimalné jedna
z téchto vlastnosti byla prokazana u prakticky vSech testovanych typti nadorovych bun¢k
(Cerretani et al., 2020). Tomko et al. (2020) uvadi, ze mnohem vice experimentalnich vystupt
(ziskanych z in vitro, in vivo, a dokonce i z n¢kolika klinickych studii) podporuje to, ze THC
a CBD maji lepsi protinddorovou aktivitu nez ostatni kanabinoidy.

341 THC

THC (Obrazek 1) je hlavni psychoaktivni latkou pfitomnou v kultivarech Cannabis spp.
Biosyntéza THC zacina u kanabigerolové kyseliny (CBGA). CBGA je pfevedena enzymem
THCA syntazou na tetrahydrokanabinolovou kyselinu (THCA) za vzniku heterocyklického
kruhu (Taura et al., 1995). THCA se také nékdy nazyva jako primarni fytokanabinoid, protoze
jiné¢ fytokanabinoidy jsou generovany ztohoto a dalSich 2 prekurzori pfevazné

neenzymatickou degradac¢ni cestou. Dekarboxylaci za zvySené teploty vznika z THCA THC
(Malik et al., 2021).

CHj

HsC™ /™0 CHs
Obrazek 1: Strukturni vzorec A9-THC

Jeho ucinky jsou zprostiedkované pomoci receptoru CB1 (Bridgeman et Abazia, 2017).
THC se aktivuje navazanim na receptor CB1l v centralnim nervovém systému. Timto
navazanim na receptor CB1 se aktivuje G-protein, a to vyvola bud’ aktivaci nebo inhibici fady
signalnich transduk¢nich drah. G-protein pfimo inhibuje vapnikové a sodikové kanaly typu N
a P/Q a také nepfimo inhibuje kanaly typu A adenylat cyklazy. Dale se aktivuji draslikové
kanaly MAP (mitogenem aktivované proteinkinazy) kindzova signalni draha. Timto THC
vyvola intoxikac¢ni, euforické pocity a 1é¢ebné ti¢inky spojené s uzitim konopi (Bisogno et al.,
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2001). THC je nejbéznéji podavano peroralni cestou, lze jej podavat i intravendzné,
intramuskularné a inhala¢n¢. Vzhledem k vysokym lipofilnim vlastnostem je THC vysoce
vazano na plazmatické proteiny a je tak snadno distribuovano do vaskularnich tkani jako jsou
jatra, srdce a plice a v tukové tkani dochazi k jeho akumulaci. Kvuli psychoaktivnim u¢inkim
THC na centralni nervovou soustavu, existuji obavy u piedepisovani THC pro 1é¢ebné vyuziti
u pacientll s nadorovym onemocnénim. Kromé psychoaktivnich u¢inkl na centralni nervovou
soustavu existuji 1 dalsi nezddouci u€inky jako je tolerance, zavislost a problémy souvisejici se
zneuzivanim (Afrin et al., 2020; Tomko et al., 2020). I pfes omezeni a obavy spojené s 1éCbou
THC existuje spousta studii ohledné vyuziti THC jako potencionalni protinadorové terapie.

To, co déld THC potenciondlnim kandidatem Vv protinddorové terapii je jeho schopnost
inhibovat bunéény rust a proliferaci, indukovat apoptozu, zastavit bunécny cyklus, redukovat
rist nadoru, inhibovat tvorbu metastdzi a mnoho dalsi. V soucasné dob¢ byla jiz provedena
spousta in vitro i in vivo pokusi a také par klinickych studiich. Uginky THC byly testovany na
riznych typech nadorovych bun€k od bunétnych linie mozku (gliomy), plic, prsu, stiev,
slinivky bfisni, prostaty az po leukemii (Tomko et al., 2020).

Allister et al. (2005) testovali in vitro THC na 5 bunéénych liniich glioma (SF126,
U87-MG, U251, U373-MG a SF188). Téchto 5 buné&énych liniich bylo po 7 dnech osetfovanim
THC testovano na citlivost antiprolifera¢niho efektu THC. Vysledny antiproliferacni efekt byl
pro SF126 = 7 = 7 %, U87-MG = 19 + 11 %, U251 = 14 + 13 %, U373-MG =10 £ 1 %
a SF188 = 16 = 6 %. U bunétné linie SF126 byla citlivost na antiproliferani efekt nejvyssi.
Nasledné¢ byly bunky SF126 oSetfeny koncentraci od 0,1 do 2 uM THC na zjisténi
antiproliferacniho efektu a hodnoty 1Cso. Pro THC byla hodnota ICsg 0,60 uM. O 5 let pozdé&ji
Marcu et al. (2010) zméfili na 3 stejnych bunénych liniich (SF126, U251 a U87-MG) jiné
hodnoty 1Cso po osetieni THC. 1Cso bylo pro SF126 2,5 umol/l, pro U251 3,3 umol/l a pro
uU87-MG 3,3 umolll.

A549, H469 a H1792 jsou bunécné linie plic, na kterych byl téZ pozorovan pozitivni vliv
THC. Signifikantni inhibici bunék v zavislosti na davce (10-100 uM THC) zjistili Milian et al.
(2020) u téchto tii bunéénych liniich. U A549 vyslo ICso 27,25 uM, H469 vyslo ICso 30,64 uM
a H1792 dosahlo ICsg hodnoty 33,39 uM. Tyto hodnoty ICso byly naméfeny pii koncentraci
THC 30 uM, a pravé tato koncentrace byla vyuzita i v dalsim jejich experimentu. Jiz zminovana
linie A549 a dalsi linie MRC-5 byly testovany na cytotoxickou aktivitu po oSetfenim
nanocasticemi, které obsahovaly THC. Byly porovnavany hodnoty ICso pro samostatné THC
a pro nanocastice s THC. U A549 ICs bylo 60,8 + 23,6 uM pro samostatné THC a pro
nanocastice s THC bylo ICsp 42,3 + 29,3 uM, coz znaci 1,4 vétsi efekt pro nanocastice s THC
nez samotné THC. U linie MRC-5 byl efekt 1,6 vétsi pro nanocastice s THC. Samotné THC
mélo ICs0=99,2 + 41,4 uM a nanocastice s THC mély 1Cso = 76,2 + 20,6 uM (Martin-Banderas
et al., 2015).

Karcinom prsu lze téZ ovlivnit pozitivné pomoci THC. Zivotaschopnost bun&éné linie
MCF-7 karcinomu prsu byla ovlivnéna pfitomnosti THC. ICso dosédhlo hodnot 34,5 uM,
a dokonce pfi pritomnosti estradiolu pii fyziologické koncentraci (100 uM) bylo ICsp 10,4 uM
(Takeda et al., 2013). Bunécéna linie MDA-MB-231, byla osetfena THC o koncentraci 25 puM,
¢imz byla dokazana indukce 2-hydroxylazy mastnych kyselin, a tim suprese receptoru
aktivovanych peroxisomovym proliferatorem (Hirao-Suzuki et al., 2019).
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V burikach kolorektalniho karcinomu (Caco-2) mélo THC ICso= 16,5+ 0,2 uM (Ligresti
et al., 2006). ICsp bylo téZ méteno na bunééné linii HT29, kde dosahlo hodnot 30,0 + 1,01 uM
(Cerretani et al., 2020). Vyssi hodnoty ICso byly pozorovany na bunécéné linii CCD 841 CoN,
kde se 1Csg rovnalo 64,47 + 0,88 uM (Plyduang et al., 2014). Pti koncentraci 10 uM THC byla
u bun¢k karcinomu strev (SW480, HCT-15, HT29, Caco-2, HCT116, LS174T a SW620)
indukovana apoptdéza pomoci aktivace CB1 receptori a nasledné inhibice PI3K-AKT
a RAS-MAPK/ERK drahy (Greenhough et al., 2007). Biodegradabilni mikrokuli¢ky THC byly
vyvinuty jako alternativni zpisob podani kanabinoidi, nez je obvykla oralni cesta. Mikrosféry
THC byly schopny inhibovat bunécnou proliferaci mnoha druhi rakoviny, véetné stievnich
rakovinnych bun¢k Caco-2, po dobu 9 dnu (de La Ossa et al., 2013).

Dalsi bunécné linie, kde THC ovliviiuje zivotaschopnost bunék jsou linie DU-145
a LNCaP (karcinom prostaty). U linie DU-145 bylo I1Cso > 25 uM po 72 hodinach, ale u bungk,
které¢ se nechaly vyhladovét 16 hodin a které byly nasledné po 24 hodin oSetfovany zvySujici
se koncentraci THC, bylo ICso = 11,7 £ 3 uM. U druhé zmitiované linie karcinomu prostaty
LNCaP byla prvni hodnota ICsp = 16,9 + 3 uM a druha po vyhladovéni ICso = 5,5+ 3 uM (de
Petrocellis et al., 2013).

Posledni zminiovana ale nespecifikovana bunécna linie je linie CEM, coz je buné¢na linie
akutni lymfocytarni leukemie. U této linie mélo THC hodnotu ICsp = 13 + 0,49 uM (Scott et
al., 2017). Nejen in vitro pokusy s THC byly provadény na nadorovych bunkach, ale také
In vivo experimenty.

In vivo experiment na buné&¢né linii gliomu (U87-MG) prokazal po oSetfeni 15 mg/kg
(hmotnosti) THC redukei ristu nadoru, posileni autofagie, zvySeni intenzity imunobarveni
a vylepsSeni apoptozy (Hernandez-Tiedra et al., 2016).

LL2 je karcinom plic, na némz byla testovana antikarcinogenni aktivita THC pfi
koncentraci 5 mg/kg hmotnosti na mysim modelu C57BL/6. Na konci experimentu po 41 dnech
bylo zméteno 1,5nasobné zmenseni nadoru. Dokonce zmény v télesné hmotnosti mezi
kontrolni skupinou a skupinou 1é¢enych mysi, naznac¢ovaly idealni bezpecnostni rozpéti in vivo
ptipravkd (Martin-Banderas et al., 2015).

Na mysim modelu karcinomu prsu bunééné linie MDA-MB-231 byla pozorovana
redukce rustu nadoru po podani THC v davce 45 mg/kg hmotnosti mysi (Blasco-Benito et al.,
2018).

K redukci objemu nadoru doslo u imunodeficientnich mysich, kterym byly naockovany
buniky karcinomu slinivky bfisni MiaPaCa2. K redukci nadoru doslo po podani 15 mg/kg/d
THC. Mysi byly takto oSetfovany po 15 dnd a poté dosSlo k porovnani velikosti nadoru
s kontrolou (Carracedo et al., 2006).

Klinicka studie prokazala potencial THC pii 1é¢bé recidivniho multiformniho
glioblastomu. Pacientim bylo podavano prvni den 20-40 pg THC a nasledné bylo postupné
zvySeni davky béhem 2-5 dnii na 80-180 pg na den. Stiedni doba podavani byla 10 dna.
U 2 pacientl bylo prokazano, ze THC snizilo barveni nadorovych bun¢k Ki67 u glioblastomu
(Guzman et al., 2006). Dalsi studie tentokrat testujici efekt Dronabinolu, coz je obecny nazev
pro molekulu THC ve farmaceutickém kontextu, na pacienty s nadorem mozku neme¢la zadné
nezadouci vedlejsi Gi€inky na centralni nervovou soustavu V porovnani s pfedchozimi studiemi.
Tato studie ale byla omezena nizkou davkou dronabinolu (10 mg) a nizkym poc¢tem tcastnikd
(Allen, 2019). Dronabinol také inhiboval diferencia¢ni blokadu u dvou pacienti S leukémii.
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Dronabinol byl podavan napied 2 kapky 2x denné a nasledné¢ bylo mnoZstvi upraveno na
6 kapek 2x denné bez zaznamenanych vedlejsich u¢inkt (Kampa-Schittenhelm et al., 2016).

THC neni jedinym fytokanabinoidem pfitomnym v Cannabis a také neni jediny
s podptrnymi l1é¢ivymi Géinky u nadorovych onemocnénich.

342 CBD

CBD (Obrazek 2) je také jednim zhlavnich a nejrozsahleji prozkoumanych
fytokanabinoidt pfitomnych v riznych druzich konopi. Biosyntéza kanabidiolu (CBD) je
velice podobna syntéze THC. Z CBGA je pomoci intramolekularni oxidoreduktazy (CBDA
syntazy) vytvofena kanabidiolova kyselina (CBDA) (Taura et al., 1995), jejiz struktura je
vysledkem pericyklické reakce zahrnujici ztratu protonu (Dewick, 2002). CBDA je nasledné
dekarboxylovana za zvysené teploty do své neutralni podoby kanabidiolu (CBD). CBDA se
stejné jako THCA né&kdy oznacuje jako primarni fytokanabinoid (Malik et al., 2021).

HO

Obrazek 2: Strukturni vzorec CBD

Nejbeéznéjsi cestou podani v 1ékarském prostiedi je ordlni cestou, a to v podobé& oleje.
CBD neni omamné, a proto je jako potencionalni terapeutické ¢inidlo vhodnéjsi nez nékteré
jiné kanabinoidy, které maji psychoaktivni t¢inky, jako je tieba THC (Tomko et al., 2020).
Lécba pomoci CBD vykazuje spoustu ptiznivych protinadorovych ucinku pti 1é¢bé nadorového
onemocnéni plic, prsu, kolorektalniho karcinomu, prostaty, melanomu, leukémie, délozniho
¢ipku, mozku, neuroblastomu a mnohocetného myelomu (Afrin et al., 2020; Kis et al., 2019).

Jednim z mnoha ptiznivych protinadorovych u¢inkit CBD, které zde budou zminény, je
indukce apoptozy u gliomovych bunék, pfesnéji u neuroblastl, bunééné linie SH SY5Y
bunécnych liniich (Alharris et al., 2019). Linie gliomovych kmenovych bunék GSC3832
a GSC387 byly osetteny CBD 0 koncentraci 2 uM kvuli zjisténi jejich Zivotaschopnosti. ICso
pro GSC3832 bylo 3,5 uM a pro GSC387 bylo 2,6 uM. V obou piipadech CBD zvysilo
produktivitu reaktivnich forem kysliku (ROS) (Singer et al., 2015). Pfi testu proliferace bunék
na liniich T98G (multiformni glioblastom) a U87MG (glioblastom astrocytu) zjistili autofi vétsi
efektivitu ¢istého CBD nez ve smési jako v botanické 1é¢ivé latce. Po 72 hodinach byla hodnota
ICs0 u T98G pro cisté CBD 5,2 + 1,3 umol/l a pro ve smési 13 + 2,6 pumol/l. Druha bunécna
linie US7MG m¢éla hodnoty ICso po 72 hodinach pro ¢ist¢é CBD 9,7 + 1,3 umol/l a ve smési
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bylo 11 + 0,4 umol/I (Scott et al., 2014). Bunécna linie neuroblastomu SK-N-SH byla CBD pfti
zvySsujici se davce po dobu 48 hodin na jejim bunééném cyklu. Po osetfeni 5 pg/ml doslo v G1
fazi procentudlnimu vzristu sekvestrovanych bunck z 65,8 % (neosSetiené bunky) na 82,4 %.
Zaroven s tim byl zjiStén pokles bun¢k ve fazi G2 a S, a to naznacuje, Ze bunécny rust byl
zastaven ve fazi G1 (Fisher et al., 2016).

Jak u THC, tak i u CBD byla zkouméana inhibice proliferace na bunéénych liniich
karcinomu plic (A549, H469 a H1792). Pii koncentraci 30 uM CBD bylo naméfeno ICsp
37,31 uM u A549, pro H469 39,78 uM a pro H1792 46,41 uM (Milian et al., 2020). Na stejné
bunécné linii (A549) a na linii H460 karcinomu plic, byl odhalen vliv CBD na apoptozu.
Presné&ji na indukci apoptozy pomoci zvySeni hladiny COX-2 (prostaglandin-endoperoxid
syntaza 2) a PPAR-y (receptor aktivovany peroxisomovym proliferatorem). Pfi koncentraci
3 umol/l CBD doslo po 8 hodinam K vrcholu zvyseni regulace COX-2 u A549. H460 byl stejny
vysledek vysoce vyznamny i po 18 hodinach (Ramer et al., 2013).

K indukci apoptdzy a autofagie do§lo u bunék MDA-MB-231 (karcinom prsu). Vysledky
byly vypocitany jako procenta apoptozy a procenta autofagie. Pti koncentraci 5 umol/l CBD
bylo zna¢né vice autofagie (60 %) nez apoptozy (40 %). Za to pti koncentraci 10 umol/l nebyl
tak velky rozdil mezi autofagii (80 %) a apoptdzou (90 %) (Shrivastava et al., 2011).

Pfi 1é¢be kolorektalniho karcinomu CBD snizovalo Zivotaschopnost bunék a indukovalo
apoptozu. Tyto vlastnosti byly prokazany u HCT116 a DLD-1. Snizeni Zivotaschopnosti bunék
bylo v zavislosti na davce CBD od 0 po 8 uM po 24 hodin. Pii koncentraci 6 uM doslo k indukci
apoptozy, ktera byla indikovana pomoci TUNEL-pozitivnich bunek (Jeong et al., 2019).
Cytotoxicita a suprese zivotaschopnosti byla zaznamenéana na jiné bunééné linii kolorektalniho
karcinomu, a to na linie HT29. Hodnota ICso se rovnala 30,0 = 3,02 uM (Cerretani et al., 2020).
U linie Caco-2 byla prokazana inhibi¢ni koncentrace (ICso) CBD, ktera byla 3,73 uM (Borrelli
etal., 2014).

Zivotaschopnost bundénych liniich karcinomu prostaty DU-145 a LNCaP byla ovlivnéna
CBD. U linie DU-145 bylo ICso = 25,3 = 8 uM po 72 hodinach ale u bun¢k, které se nechaly
vyhladovét 16 hodin a nasledné po 24 hodin oSetfovany zvySujici se koncentraci bylo
ICs0 =5,4+ 1 pM. U druhé zminiované linie karcinomu prostaty LNCaP byla prvni hodnota
ICs0 = 25 + 3 uM a druha po vyhladovéni ICso = 5,7 + 2 uM (de Petrocellis et al., 2013). Dalsi
in vitro pokus byl na CEM bunééné linii akutni lymfocytarni leukemie. ICsp pro tyto buiky
bylo 7,8 £ 0,21 uM. Pii kombinaci THC a CBD v poméru 1:1 bylo IC50=3,6 + 0,19 uM (Scott
etal., 2017).

S CBD byly také provadény in vivo pokusy. CBD zvysilo dobu pfeziti mysi po
nao¢kovani 5x10° gliomovych kmenovych bunék liniich GSC3832 a GSC387. Tento nizky
pocet bunck miize vytvaret spoustu agresivnich nadord, a proto je progrese rychld a median
pieziti u GSC3832 je 27 dni a u GSC387 21 dni. Po 9 dni, kdy byla potvrzena progrese nadoru,
bylo mysim podévano 15 mg/kg CBD 5 dni v tydnu do konce experimentu. Mysi s GSC3832
po podani CBD meély dobu pieziti delsi o 5 dni a stejného vysledku bylo dokdzano i u mysich
s GSC387 (Singer et al., 2015). U bunécnych liniich T98G a US7MG byl vypozorovan vyssi
ucinek Cist¢ého CBD nez v botanické 1é¢ivé latce. Zatimco u bunééné linie mysSiho gliomu
GL261, ktera je geneticky identicka k C57BL/6, nebyl zjistén tak razantni rozdil. ICsp €istého
CBD byla 10 + 3,9 umol/l, zato v botanické 1é¢ivé latce byla 11 + 0,4 umol/l (Scott et al., 2014).
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V mys$im modelu na bunécné linii 4T1,2 (karcinom prsu) CBD inhibovalo bunéénou
proliferaci, migraci a invazi. Pii koncentracich 3 a 6 uM CBD po 48 hodinach bylo dosazeno
téchto vysledkt. Pfi vyssi koncentraci byl efekt signifikantnéjsi. Dale u bunééné linie 4T1,2
a MVT-1, a také u karcinomu prsu, byla inhibice metastaze do plic, pti davkach 10 mg/kg. Pti
této stejné davce doslo i ke zmenseni objemu nadort (Elbaz et al., 2015).

Karcinom plic na mys$im modelu bunééné linie A549 byl osetten CBD 5 mg/kg hmotnosti
kazdych 72 hodin po dobu 27 dnti. CBD redukovalo velikost nadoru mnohem vice, nez kontrola
(Ramer et al., 2013).

Pti koncentracich 10 nebo 20 mg/kg dochazelo k redukci velikosti nddoru na mySim
modelu s bunéénou linii kolorektalniho karcinomu HCT116 Luc®. Pii dvojnasobné koncentraci
dochazelo k vyrazngjsi redukci velikosti nadorti. Doba pozorovani byla 34 dnid a nadory byly
méteny jednou za 3 dny. Nésledné pii davee 20 mg/kg CBD byla také zjisténa indukce apoptozy
pomoci aktivace Noxa (Jeong et al., 2019). Dalsi studie prokazaly, ze 1é€ba CBD snizovala
proliferaci bun¢k rakoviny tlustého stfeva, indukovala apoptdézu a méla také antimetastatické
a antiangiogenni Uc¢inky. Autofi také prokazali ze 5 mg/kg CBD bylo u¢innéjsi nez 1 mg/kg na
bunikach kolorektalniho karcinomu CT26 (Honarmand et al., 2018).

3.5 Ostatni biologicky aktivni latky obsazené v konopi

3.5.1 Terpeny

V ptirodé existuje vice nez 20 000 terpent a jsou slozkami pryskyfic a silic a miizeme je
ziskat z rostlin, kvétin, a dokonce i hmyzu. V porovnani s timto ¢islem, tak pouze jenom malé
mnozstvi, pfiblizn¢ 200 terpentl, se nachazi v Cannabis (Tomko et al., 2020). Terpeny patii
mezi primarni slozku silic a zptsobuji aromatické vlastnosti Cannabis (Sommano et al., 2020).
Diky svym aromatickym vlastnostem, pomahaji v rozliSovani mezi kmeny konopi, diky odlisné
vuni, chuti a dal§im vlastnostem (Baron, 2018). V kultivarech Cannabis se nejcastéji objevuje
monoterpen myrcen, seskviterpen p-karyofylen a a-humulen. Dale se bézné vyskytuje a-pinen,
linalool, bisabolil, limonen, ocimen, geraniol, valencen a (E)-B-farnesen a spousta sekundarnich
terpenti jako jsou cineil, sabinen, terpinen a dalsi (Baron, 2018). N¢které terpeny jsou tézko
identifikovatelné a mezi né patii zejména kviterpeny. Nejen tézka identifikace, ale také misto
odebrani vzorku z vnittku rostliny, hraje roli v terpenovém profilu. Obvykle ale najdeme
terpeny v kvétu, a to v mnozstvi od 2 do 5 %. I ptes takto mensi zastoupeni, jsou dostupné
antidepresivni, antivirové, antibakteridlni a dalSi, v¢etné ucinkl souvisejicich s nddorovym
onemocnénim jako je tfeba chemoprevence (Paduch et al., 2007; Tomko et al., 2020).

Myrcen (B-myrcen) je casty monoterpen, ktery je hlavni slozkou v mnoha rostlinnych
druzich, véetné chmele a Cannabis, ale lze jej nalézt i v citronové trave, granatovém jablku,
mrkvi, citrusech, bobkovém listu a verben¢. Jedna se o oblibené potravinaiské ochucovadlo do
napojii a potravin. Déle se pouziva v kosmetice, mydlech a detergentech. Diky svym
aromatickym vlastnostem je vyuzit jako vychozi materidl pro komeréné diilezité prichuté a viiné
jako je nerol, geraniol, linalool (Behr et Johnen, 2009). Dalsi vyuziti aromatickych vlastnosti je
V pivovarstvi, kde myrcen do znacné miry uréuje chmelové aroma (Haslbeck et al., 2017).
Myrcen ale netvofi jen aroma chmelu, ale zna¢nou ¢asti se podili na aromatu Cannabis, kde
vytvaii mirn¢ sladkou chut' a poskytuje aromata, kterd jsou kotenitd, zemita a pizmova
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(Wedman-St. Louis, 2018). Mimo aromatické uc¢inky ma myrcen dalsi rizné biologické ucinky
ucinky a také potencionalni antiosteoartritickou aktivitu a schopnost zastavit nebo minimalné
zpomalit destrukci chrupavek a tim padem i progresi osteoartrozy (Baron, 2018; Rufino et al.,
2015; Surendran et al., 2021). Pies zjisténé piinosné ucinky panuje u pouzivani myrcenu velka
nejistota, protoze v roce 2010 americky Narodni toxikologicky program (NTP) zvetejnil zpravu
0 jeho toxikologii a karcinogenezi. Byly nalezeny in vivo dikazy pro vznik nadorovych
onemocnéni ledvin u sameti potkantl, a samct mysi bylo onemocnéni lokalizovano V jatrech
(National Toxicology Program, 2010).

Také ale byl zjistén in vitro cytotoxicititcky efekt proti lidskému karcinomu délozniho
Cipku (HeLa bunééna linie), plic (A549) a adenokarcinomu tlustého stfreva (HT29) pfi
koncentraci nad 200 pg/ml (da Silva et al., 2007). O mechanismech ucinku myrcenu
a pozitivnich i negativnich ucincich je piekvapivé znamo velmi malo, i pies to, jak vysoké
hladiny jsou obsazeny v Cannabis. Pro ureni potencionalniho pouziti myrcenu u lidi
a ptipadnych omezenich je tfeba udélat vice studii a praci (Tomko et al., 2020).

Zminované antioxidaéni u¢inky myrcenu byly pozorovany Vv krvi kapra obecného, kde
zmirnoval aktivitu superoxiddismutazy (SOD), snizoval aktivitu glutathionperoxidazy (GPx)
a katalazy (CAT) (Hoseini et al., 2019).

p-karyofylen je stejn¢ jako myrcen pfitomny celosvétove u fady rostlin a mtizeme ho
najit v ¢erném pepfti, hiebicku, oreganu, bazalce a rozmarynu. Typicky je tim, ze ma peptrové
nebo kotenové aroma (Tomko et al., 2020). Jak jiz bylo zminéno, tak jeho zastoupeni je
i v Cannabis a je toho vyuzivano pii detekci Cannabis psy (Russo, 2011). Podle Fidyt et al.
(2016) je aktivita B-karyofylenu mensi v porovnani s vlastnostmi znaméjsich kanabinoidt, ale
i tak je mnoho dikazii, ze ma potencial jako dopliikova 1é¢ba pii nadorovych onemocnénich.
Dahham et al. (2015) popsali in vitro antiproliferac¢ni efekt p-karyofylenu z kiry kmene
Aquilaria crassna na dvou liniich kolorektalniho karcinomu, a to na liniiich HCT-116
(ICs0 =28 pg/ml) a HT29 (82 pg/ml), a také na bunky karcinomu slinivky bfisni. Na druhou
stranu studie Ambroz et al. (2015) odhalila, ze B-karyofylen izolovany z Myrica rubra nijak
neovlivnil zivotaschopnost bunék kolorektalniho karcinomu bunééné linie Caco-2. Byla téz
zjisténa in vitro cytotoxicka aktivita u bunéénych liniich karcinomu plic AS549
(IC50 = 28,18 + 1,96 ug/ml) a vaje¢niku OAW 42 a PA-1, kde B-karyofylen zastavil buné¢ny
cyklus apoptozy (Arul et al., 2020; Chung et al., 2019). Mimo piimou protinadorovou aktivitu
ma B-karyofylen schopnost zvySovat efektivitu béznych protinadorovych 1é¢iv, jako jsou
paclitaxel nebo doxorubicin. U paclitaxelu (0,025 mg/ml) byla zvySena aktivita u bun¢k
karcinomu prsu (MCF-7, 28 + 2 %), tlustého stieva (DLD-1, 17,3 + 0,2 %) a také u bunécéné
linie mysich fibroblasta (L-929, 18,4 + 0,2 %) (Legault et Pichette, 2007). Tento efekt, zvyseni
ucinnosti 1éCiv, je s nejvétsi pravdépodobnosti diky schopnosti B-karyofylenu zabudovat se do
bunééné membrany nadorové buniky, ¢imz zlepsi jeji propustnost pro 1éciva (Fidyt et al., 2016).
Karyofylen ma i jiné zajimavé GCinky, které se netykaji nadorovych onemocnéni. Byl zjistén
In vivo pozitivni vliv u potkanti, kdy zmirnoval chronickou kardiotoxicitu, ktera byla vyvolana
aktivaci myokardialniho CB2 receptoru (Meeran et al., 2019), dale antioxidacni efekt, pisobi
jako silné lokalni anestetikum a také ma vliv na zalude¢ni cytoprotektory (Baron, 2018).

Dalsim terpenem obsazenym skoro ve v§ech kultivarech Cannabis je a-humulen. Jedna
se 0 izomer B-karyofylenu. V piirod¢ je humulen velmi casty, ma velice vyrazné aroma
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ktery se fadi do stejné Celedi jako Cannabis. Jeho pfitomnost ve chmelu a nasledné téz v pivu,
utvari spolu s myrcenem a dalSimi latkami typické hoiké chmelové aroma (Baron, 2018;
Tomko et al., 2020).

Nejen v pivu ve spolupraci s dal§im terpenem ma pozitivni efekt, ale piekvapivé
kombinace humulenu a karyofylenu vyrazné zvysila in vitro efektivitu 1é¢iv Oxaliptalinu
a 5-fluorouracilu u kolorektalniho karcinomu bunééné linie Caco-2 (Ambroz et al., 2019). Dalsi
ptekvapujici in vitro vliv spoluptiisobeni humulenu s karofylenem byl u inhibice bunééného
ristu. Samotny humulen (32 pg/ml) inhiboval bunky pfiblizné z 50 % a po ptidani 10 pg/ml
B-karyofylenu byl bunéény rist inhibovan ze 75 % (Legault et Pichette, 2007). Humulen ma
pozitivni G¢inky i1 samostatné. Uz v roce 2003 studie (Legault et al., 2003) zjistila Ze silice
z jedle balzamové, ve kterém byl humulen jedinou aktivni latkou, vykazovala in vitro
cytotoxickou aktivitu proti bunéénym liniim v¢etn¢ MCF-7 (73 + 2 pg/ml), PC-3
(73 = 2 ug/ml), A549 (68 + 2 ug/ml), DLD-1 (71 £ 2 ug/ml), M4ABEU (55 + 2 pg/ml) a CT-26
(53 £ 1 pg/ml) tmérné v zavislosti na ¢ase a mnozstvi. Jiz zminovana inhibice bunééného ristu
humulenem i se zvySenou apoptézou byla prokazana v in vitro i v in vivo modelu
xenoimplantatu hepatocelularniho karcinomu (Chen et al., 2019).

3.5.2 Fenolové slou¢eniny

Flavonoidy patii mezi nejvice rozsédhlou skupinu rostlinnych fenolovych sloucenin
obsahujici vice nez 8 000 metabolitl, pficemz se stdle objevuji nové a nové slouceniny
v riznych rostlinnych druzich. V samotné rostliné jsou flavonoidy vyuzivany K celé tadé
procestt od inhibice bunétného cyklu, fyziologické regulaci, a ochrané rostliny pied UV
zarenim a Skudci (Lowe et al., 2021).

Hlavnim vyznamem flavonoida pro ¢lovéka je jejich schopnost pozitivniho G¢inku na
lidské zdravi, kdy jsou hlaSeny cCetné antioxida¢ni, antidiabetické, antitrombogenni,
pozornost (Gontijo et al., 2016; Lowe et al., 2021; Prochazkova et al., 2011; Serafini et al.,
2010). Flavonoidy obsahuji 2 benzoové kruhy, které jsou spojeny tiiuhlikovym fetézcem.
Flavonoidy délime dle stupné oxidace Cs fetézce na 6 skupin — flavonoly, flavanoly, flavanony,
flavony, anthokyaniny a isoflavony. V rostlinach a zejména v ovoci a zeleniné jsou zodpovédné
za typické zbarveni a chut, kdy napt. u grapefruitu je jeho hotkost zpisobena ptitomnosti
hesperidinu (Velisek et Hajslova, 2009; Wen et al., 2020).

Mezi jedny z nejznaméjsich flavonoidu patii kemferol, kvercetin, naringerin, epikatechin
a dalsi. Ze vSech znamych sloucenin v Cannabis, zaujimaji flavonoidy pfiblizn¢ 10 %, coz
odpovidd 20 rGznym typum, které jsou citany hlavné z podtiid flavonid a flovonoll. Jiz
zminovany kemferol a kvercetin jsou soucasti 20 rtznych typu fenolovych sloucenin
v Cannabis a také cannflavin A a cannflavin B, které se zde vyskytuji jedine¢né (Flores-
Sanchez et Verpoorte, 2008; Jin et al., 2020). Efektivita téchto latek je ale sporna v piipadé
inhala¢niho podéni, protoZe pouze nepolarni nizkomolekularni fenolové latky jsou tékavé
(Kaczorova et al., 2020). Rozlozeni flavonoidu v rostliné Cannabis je rozdilné. V semenech
a Vv kofenech se skoro nevyskytuji, ale v listech a kvétech mohou predstavovat az 2,5 %
Vv susing€. Zatimco ucinky flavonoidii Z mnoha odli§nych rostlin byly studovény, tak v porovnani
s potencionalnimi ucinky s ohledem na jejich interakce s dalSimi slou¢eninami v Cannabis
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a terapeutickymi ucinky v rozdilnych aspektech nddorovych onemocnénich je o nich zndmo
malo (Tomko et al., 202).

Flavonoly jsou dulezitymi zlutymi barvivy, spole¢né s flavony. Vyznamnéjsi flavonoly
vyskytujici se v potravinach maji v poloze C-3, C-5, C-7 a C’-4 hydroxyskupinu a vzajemné
rozdily maji v poloze C’-3 a C’-5. N¢které flavonoly, jako naptiklad myricetin, kvercetin
a kemferol se vyskytuji hlavné jako glykosidy a jako kopigmenty k anthokyanidim (Velisek et
Hajslova, 2009).

Kemferol je bézn¢ vyskytujici se flavonol ve straveé jako jsou jablka, jahody, fazole, Caj
a brokolice (Kashyap et al., 2017) tak i v mnoha 1é¢ivych rostlinach jako je Aloe vera L., Ginko
biloba L., Rosmarinus officinalis L a mnoho dalSich (Devi et al., 2015) a samoziejmé také
v Cannabis. Kemferol ptilakal mnoho vyzkumi diky svym potencionalnim 1é¢ebnym
vlastnostem, hlavné jako potencionalni protinddorové Cinidlo (Tomko et al., 2020). Mezi
prokazané 1é¢ebné vlastnosti kemferolu a jeho glykosylového derivatu patii kardioprotektivni,
protizanétlivé, antioxidac¢ni, neuroprotektivni, antimikrobialni, protinadorové
a antikarcinogenni u¢inky (M. Calderon-Montano et al., 2011). Jako protinadorové ¢inidlo se
projevuje diky jeho schopnosti inhibovat buiky bud’ zastavenim bunééného cyklu anebo
vyvolanim apoptdézy a snizenim migrace i invaze karcinogennich bunék. Tyto jeho vlastnosti
byly prokézany na riznych typech karcinogennich tkanich jako jsou karcinom prsu, plic,
zaludku, kolorektalni karcinom, leukémie, jater a vajecnikd (Tomko et al., 2020).

V in vitro experimentu na bunééné liniit MDA-MB-231 (karcinom prsu), byl prokazan
antiproliferacni efekt pfi hodnoté ICso=43 umol/l po 3 dnech po osetieni kemferolem. Na stejné
buné¢né linii byla téz prokazana inhibice bunééného cyklu ve fazi Go/M. Bylo to dokazano tim,
7e po oSetfeni kemferolem (50 umol/l) v G1 fazi poklesl pocet zivych bunék z 85,48 % na
51,35 % a v G fazi byl rapidni nartst z 9,27 % na 37,5 % zivych bun¢k (L. Zhu et Xue, 2019).
Kemferol (120uM) vykazoval stejnou aktivitu i na karcinom zaludku na bunééné linie MKN28
a SGC7901. Téz byla dokazana inhibice proliferace bunék, a to s hodnotami 1C50=55,52 umol/I
(MKNZ28) a 1C50=63,42 pumol/l (SGC7901) a také inhiboval bunétny cyklus ve fazi Go/M
u obou bunéénych liniich. Po 48 hodinach pfi koncentraci 60 pM byl pocet zivych bunék
21,47 % (MKN28) a 21,21 % (SGC7901) a pii koncentraci 120 uM byl 44,40 % (MKN28)
a 38,85 % (SGC7901) (Song et al., 2015). Vyznamného sniZzeni migrace a invaze bunék
karcinomu jater linie 786-O bylo dokazano po oSetfeni kemferolem pii koncentracich od 0 do
100 puM a bylo dosahnuto snizeni o 60 % u invaze a 0 55 % u migrace (Hung et al., 2017). Pfi
niz§i koncentraci kemferolu (25 pM) bylo potvrzeno stejného vysledku, a to inhibice migrace
a invaze, u bun¢k karcinomu plic A549 (Jo et al., 2015).

Bunééné linie SGC7901 (karcinom Zaludku) a 786-0 (karcinom jater) byly testovany také
in vivo na mysich modelech. Mysim se SGC7901 bylo podano 20 mg/kg/den kemferolu po
3 tydny a poté byl nador zméten. Po 3 tydnech byla zna¢na suprese nadoru oproti kontrole
a nedoslo ani k vyraznym zménam v télesné stavbe, hmotnosti jater a sleziny u mysi (Song et
al., 2015). Mysim s karcinomem jater (786-0) byl podan kemferol ve 2 riznych davkach, jedné
skupiné 2 a druhé 10 mg/kg/den a tfeti byla placebo skupina. Po 150 dnech byly nadory vyjmuty
a porovnany. U placebo skupiny vzniklo pod 40 metastazujicich uzliki (nadord), u skupiny
oSetiené 2 mg/kg/den kemferolu okolo 20 nador a u posledni skupiny podavané 10 mg/kg/den
kemferolu pod 10 nadort (Hung et al., 2017).
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Kombinace kemferolu s riznymi latkami téz vykazuje pozitivni ucinky. Napiiklad
kombinace kemferolu s 5-fluoroacilem (5-FU), coz je cytotoxicky chemoterapeuticky 1€k, méla
pozitivni G¢inek na bunky kolorektalniho karcinomu (HCT-8, HCT-16 a LS174). U bunéénych
liniich HCT byla pozorovana inhibice bun¢k v zalezitosti na davce. Hodnota ICso byla
u bunééné linie HCT-8 pro kemferol 350 uM a pro 5-FU byla 177,78 uM. U buné¢né linie
HCT-16 byla hodnota 1C50 pro kemferol 184,33 uM a 5-FU 77,63 uM. Tyto data byla nasledné
vyuzita ke generovani prvnich poméri pro nasledné kombinacni studie a k vypoctu
kombinac¢niho indexu. Mezi t€émito daty vykazovaly synergicky protikarcinogenni efekt bunky
HCT-8 pii koncentracich kemferolu 100 pM a 50 uM 5-FU v porovnani s efektem jednotlivych
téchto slozek. Kombina¢ni index byl 0,351. Konzistentni vysledky byly, ale nalezeny u druhé
bunécné linie u HTC-16, kdyZ byl kemferol a 5-FU v poméru 5:1. Kombinacni index tohoto
poméru byl 0,621 (Li et al., 2019). Pti koncentraci 120 uM kemferolu na bunécnou linii
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bunck, které jsou rezistentni na 5-FU. Pfi jiz zminované koncentraci 120 uM byl nejvyssi
inhibi¢ni efekt a to 80 % (Riahi-Chebbi et al., 2019).

Kvercetin je pfitomen ve spousté druhti ovoce i zeleniny. Je napiiklad v kapusté,
tiesnich, brokolici, citrusovych plodech, bobulich a obzvlasteé velké zastoupeni ma ve slupkach
cervené cibule (2,5-6,5 %) (Velisek et Hajslova, 2009) a také v riznych semenech, zrnech
a listech. I ptes svoji hotkou chut’ je jednim z nejvice konzumovanych dietnich flavonoidu.
Zdravotni pfinosy kvercetinu muizou byt zachovany u zpracovanych potravin, pokud byly
upravovany méng¢ intenzivnim zptisobem (Kumar et al., 2017).

A o jaké zdravotni benefity se jedna? Jedna se o antioxida¢ni aktivitu, antivirovou
aktivitu, neuroprotektivni efekt, kardiovaskularni vlastnosti, piasobeni proti astmatu,
antikarcinogenni ucinky (D’Andrea, 2015; Kumar et al., 2017; S. M. Tang et al., 2020).
Pozitivni pisobeni kvercetinu na nadorové onemocnéni bylo zjisténo u mnoha typt karcinomu
od prostaty, prsu, plic, tlustého stieva, zaludku, leukémie az vajeéniku Vv in vitro a in vivo
experimentech. Zaroven byla prokazana schopnost kvercetinu inhibovat bunéény cyklus,
indukovat apoptdzu, snizovat objem nadoru a zvysit miru prezitelnosti zvitat v in vivo studii (S.
M. Tang et al., 2020).

In vitro experimenty kvercetinu prokazaly tyto vysledky. U leukémie lidské bunééné linie
U937, kvercetin inhiboval bunéény cyklus pii koncentraci 20 uM mezi G2 a M fazi (Lee et al.,
2006). Ve stejné fazi byla zjisténa inhibice u bunéénych liniich SGC-7901 a MGC-803
karcinomu zaludku po oSetfeni kvercetinem o koncentraci 20 uM (Y. Zhu et al., 2017)
a U bunécné linie MDA-MB-45 karcinomu prsu pii koncentraci 100 uM (Choi et al., 2008).
U jiné bunécné linie karcinomu prsu (MCF-7) byla inhibice bunééného cyklu v jiné fazi, a to
v S fazi (ICso= 92,4 uM) (Chou et al., 2010). Mezi fazemi Go a G1 byla zjisténa inhibice
u karcinomu prostaty (PC-3 a DU-145). Bunééna linie PC-3 byla inhibovana pii koncentraci
60 + 5,4 M po 48 hodinach a DU-145 byla pii koncentraci 100 + 4,0 uM také po 48 hodinach
(Hamidullah et al., 2015). Efekt kvercetinu na apoptézu byl také testovan na linii karcinomu
plic (H460). Po osetieni kvercetinem o koncentraci 50 uM byl podil bunék po 4 dnech 88 %
(Youn et al., 2013). Bunky kolorektalniho karcinomu (SW480) byly osetieny kvercetinem
(100 uM) a byl zjistén jeho vliv na bunétné metastaze (Feng et al., 2018).
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In vivo efekt kvercetinu na apoptézu byl pozorovan u bunécné linie A2780S, coz je
bunééna linie karcinomu vajeéniku. V1iv kvercetinu na apoptdzu byl ze 22,64 % u koncentrace
15 ug/ml a ze 30,89 % u koncentrace 30 ug/ml (Gao et al., 2012). Jiz zminovany efekt
kvercetinu na snizovani objemu nadoru prokazal Yang et al. (2016) u bunééné linie lidského
karcinomu prostaty (PC-3) na mysim modelu v davkach 25, 50 a 75 mg/kg. Po 4 tydnech byla
inhibice v prvni davce 22,85 %, v druhé 29,6 % a ve tieti davce 37,5 %. Zaroven nebyly
pozorovany vedlejsi i¢inky spojené s 1ékem, jako jsou kiece, Spatny duSevni stav a hematurie.

Cytotoxické ucinky nejen samotného kvercetinu byly prokazany. Bylo zjisténo, ze
v kombinaci s riznymi slouc¢eninami ma zvysené cytotoxické G¢inky na rizné rakovinné bunky
(Tomko et al., 2020). Naptiklad v kombinaci s polyfenolem resveratrolem inhiboval poskozeni
DNA a buné&ny rist, synergicky zpusobil bunéfnou smrt a indukoval zastavu v S fazi
bunééného cyklu u bun¢k karcinomu tst (SCC-15) a hltanu (Cal-33). Pii koncentraci 10 M
jak resveratrolu, tak kvercetinu bylo inhibovano poskozeni DNA u Cal-33. Bunéény rist byl
inhibovan pfi koncentracich 25 pM kvercetinu a 20 uM resveratrolu u SCC-15 a pti koncentraci
10 uM u obou slozek u Cal-33. Stejna koncentrace obou slozek byla téZ pouZita a prokdzana
jako funkéni pii indukei zastavy bunééného cyklu v S fazi u Cal-33. Vyssi koncentrace, a to
piesné&ji 20 uM resveratrolu a 25 uM kvercetinu, musela byt pouZita, aby stejného vysledku
bylo dokazano i u SCC-15 (Singh et al., 2020). Téz kombinace kvercetinu s kurkuminem anebo
s extraktem z Lycopodium clavatum prokazaly cytotoxickou aktivitu (Banerjee et al., 2020;
Mansourizadeh et al., 2020; Mutlu Altundag et al., 2020).

Flavony stejné jako flavonoly jsou nejrozsifengjsim zlutym pigmentem rostlin. Casté
slouCeniny v potravinach jsou flavony, které maji substituci, nejéastéji hydroxylovou nebo
metoxylovou skupinu, na C-5 a C-7 a méné ¢asté jsou flavony se substituci na kruhu A v poloze
C-6 a na kruhu B v poloze C’-4. Nejcastéjsimi zastupci z fad flavont jsou hispidin, akacetin,
tangeretin vyskytujici se v fadé citrust (Velisek et Hajslova, 2009). Pro Cannabis je unikatni
flavon cannflavin A, cannflavin B a cannflavin C.

Cannflaviny jsou pro konopi specifické. Maji jedine¢nou bioaktivitu, ktera se zda byt
spojend se dvéma kli¢ovymi modifikacemi jejich flavonového zékladu. Jedna se o postranni
prenylacni vzorec, ktery je bud’ geranyl nebo dimethylallyl, dale jsou canflaviny A i B
modifikovany methoxy skupinou na tfetim uhliku kruhu B (Rea et al., 2019).

O prospésnych a lé¢ebnych ucincich flavonoidt je hodné znamo. JenZe o potencionalnich
ucincich cannflavind, hlavné canflavinu A a C, je zndmo malo, pfevdzné ve vyuziti proti
nadorovym onemocnénim (Tomko et al., 2020). Ale Moreau et al. (2019) prokazali
antiproliferacni aktivitu a indukci apoptozy cannflavinu B, ptesnéji jeho izomeru, ktery se
nevyskytuje v ptirod¢, FBL-03G (Caflanon). Testovali 2 buné&tné linie karcinomu slinivky
btisni Panc-02 a KPC. Pouziti 1 uM Caflonu mélo synergické ucinky s 4 Gy radioterapie na
sniZeni proliferace bun€k u obou bunétnych liniich. Tento vysledek ukazuje na terapeuticky
potencional Caflanonu. Pfi koncentraci 4 uM Caflonu doslo k vyssi indukci apoptozy nez
u samostatné radioterapie 4 Gy. VSechny tyto vysledky naznacuji indukci apoptdzy a inhibici
proliferace nadorovych bunék pfi spravné koncentraci 1é¢iva Caflanonu.

Vin vivo studii na my$im modelu byl vypozorovan opozdény lokalni i metastaticky
progres nadoru a taky zvySena zivotaschopnost mySi pii koncentraci Caflanonu 100 pM
(Moreau et al., 2019).
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Utad pro potraviny a 1é&iva Spojenych stattl americkych udglil v roce 2019 Caflanonu
status 1éku pro vzacna onemocnéni a s tim bylo naplanovano zahéjeni klinickych studiich jako
potencionalniho 1é¢iva na karcinom slinivky bfisni. Caflanon byl také identifikovan
ve vzacném Kultivaru bohatém na flavonoidy pochazejicimu z Jamajky, ktery je znam také jako
Cerna labut’ (Tomko et al., 2020).

25



4 Metodika

4.1 Pouzité materialy
Bunécné kultury kolorektalniho karcinomu Caco-2, HT29 a normalni buitky CCD 841

CoN byly zakoupeny z European Collection of Cell Culture (ECACC). Eagle’s minimum
essential medium (EMEM) bylo koupeno od American Type Culture Collection (ATCC) (US),
fetalni bovinni sérum (FBS) od Sigma-aldrich (CZ), hydrogen uhli¢itan sodny, pyruvat sodny,
glutamin, neesencialni aminokyseliny a roztok penicilin-streptomycinu, trypsin, fosfatovy pufr
(PBS) od Biowest (F), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetraazolium bromid (MTT),
ktery byl ziskan od Thermo fisher scientific (US). Dimethylsulfoxid (DMSO) a etanol (EtOH)
byly koupeny od Lach-Ner (CZ). Dale kultivacni lahve, serologické pipety a 96-jamkové
desti¢ky byly zakoupeny u ThermoFisher (UK). Ctecka mikrotitra¢nich desti¢ek Tecan Infinite
M200 (Tecan, Svycarsko). Vzorky konopi byly ziskany z Katedry agroenviromentalni chemie
a vyzivy rostlin, FAPPZ.

4.2 Metodika experimenti

4.2.1 Priprava vzorki a extrakti konopi

Extrakty konopi v EtOH byly ziskany od Ing. Matée Malika z Katedry
agroenviromentalni chemie a vyzivy rostlin. Rostliny konopi byly péstovany v ,indoor*
pestebnim prostoru se specidlni kapénkovou zavlahou v dennim rezimu. Pro zavlahu byly
vyuzivany rizné zivné roztoky denné ¢erstvé michané. Mikroklima bylo udrzovano s optimalni
relativni vlhkosti a koncentraci CO». teplota v péstebném prostoru se lisila v zavislosti na
dennim cyklu, kdy béhem dne bylo 25 °C a v no¢ni fazi byla teplota 22°C. Svételny rezim byl
zajiStovan vysokotlakymi sodikovymi vybojkami, které zajistily plné svételné spektrum
dalezité pro rostlinu.

Pro pokus byl vyuzit uniformni rostlinny materidl pochézejici z matecnich rostlin
lécebného konopi genotypu s pracovnim nazvem ,,McLove*.

Byli pouzity 4 varianty hnojiv pfi péstovani rostlinného materialu. Varianta A je Hydro
A+B, varianta B je Hydro A+B a Sugar Royal, varianta C je Hydro A+B a Green Sensation
a varianta D je Hydro A+B a Sugar Royal a Green Sensation.

V ramci pokusu byly sklizeny rostliny v rozdilném stupni zralosti a odlisnych cyklech
s vyuzitim riznych druhtt vyzivy. Po odebrani byly rostliny zbaveny kofent, zvaZzeny
Vv Cerstvém stavu a rozdéleny na 3 casti (kvét, stonek a list), které se ndsledné¢ zvazily jesté
samostatné. VSechny ¢asti se usuSily a znovu pievazily pred uskladnénim. Listy s kvéty se
uskladnily do chladicich boxu. Pfed samotnou analyzou byly vSechny ¢asti homogenizovany.
Kvéty byly zmrazeny tekutym dusikem a rozemlety v tfeci misce.

Ve vzorcich byly stanoveny obsahy kanabinoidii. Analyzy byly provadény na Katedie
agroenviromentalni chemie a vyzivy rostlin. Vysledky poskytnuté Ing. Matéjem Malikem jsou
uvedeny v Priloze 1.

Pro extrakci fytokanabinoidii z nadrcenych a homogenizovanych kvéti byla pouZzita
optimalizovand metoda zvana ,,dynamickd macerace” (Brighenti et al., 201). Od kazdého
vzorku bylo navazeno 0,30 g do 50 ml kadinek a nasledn¢ ptidano 10 ml rozpoustédla (EtOH).
Takto pfipravené vzorky byly 60 minut macerovany za stdlého michani na magnetické
michacce pii 300 otackdch za minutu. Filtrat byl nasledné vytvoren pomoci zafizeni dle
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Mortona za snizeného tlaku a pteveden do 50ml kénickych zkumavek. Kvéty byly poté opatrné
odstranény z filtru, pfesunuty zpét do plvodnich kadinek a bylo pfidano novych 10 ml
rozpoustédla. Tento krok byl zopakovan celkem tfikrat a vSechny tfi filtraty z jednoho vzorku
se smisily dohromady.

Nasledné byl vzorek rozdélen na dvé ¢asti. Z prvni ¢asti bylo odebrano 0,5 ml vzorku,
ktery byl posléze 12x ziedén. Po ziedéni byly vzorky naposled filtrovany pfes nylonové
stiikackové filtry do vialek. a analyzovany na HPLC-DAD (kapalinova chromatografie
s detekci diodového pole), pro stanoveni chemického profilu biologicky aktivnich latek.

Druha ¢ast vzorku byla odpafena na vakuové rotacni odparce Heimdolf, zbytek byl
nasledné rozpustéen v DMSO na koncentraci 8,19 mg/ml DMSO, vzorky byly nasledné
uskladnény pfti -80 °C do vlastni analyzy. Takto pfipraveny zasobni roztok byl nasledné vyuzit
pro testovani cytotoxickych uc¢inki na lidské stfevni bunky.

4.2.2 Kultivace bunéénych linii

Bunéené linie kolorektalniho karcinomu Caco-2, HT29 a CCD 841 CoN byly kultivovany
v EMEM s10% FBS, 1% roztokem penicilinu a streptomycinu, 1% hydrogenuhli¢itanem
sodnym, 1% pyruvatem sodnym, 1% neesencialnimi aminokyselinami. Burniky byly péstovany
v kultivaénich lahvich (75 cm?) s 15 ml kompletniho media, V CO; inkubatoru s vlhéenou
atmosférou pii 37 °C a 5 % CO. Medium bylo ménéno jednou za dva dny. Po sedmidenni
kultivaci a 90% konfluenci byly buriky proplachnuty pomoci PBSa nasledn¢ byl pfidano 5 ml
trypsinu na 3 minuty. Po téchto 3 minutach byl trypsin neutralizovan 5 ml EMEM. Uvolnéné
burniky byly pfeneseny do 15ml zkumavky typu Falcon a centrifugovany 10 min pii 200x g.
Nésledné bylo odstranéno medium a nahrazeno cerstvym.

Cast bunééné suspenze byla vyuzita na zaloZeni nové kultivaéni ldhve, druha ¢ast po
spocitani koncentrace Zivotaschopnych bunck na automatické pocitacce bunék byla vyuzita na
zaloZeni mikrotitracni desticky na vlastni pokus.

4.2.3 Stanoveni toxicity

Pro stanoveni Zivotaschopnosti byl s mensi modifikaci vyuzit test dle Mosmannem
(1983) vyuzivajici tetraziolovou sil MTT. Buiiky Caco-2, HT29 byly vysazeny na 96-jamkové
desti¢ky Vv hustoté 2,5x10%/ml a normalni buiiky CCD 841 CoN V hustot& 2,5x10°/ml. Po 24h
inkubaci, bylo odstranéné medium a nahrazeno 100 pl nového EMEM ve kterém byl jiz
rozpu$tény vzorek pomoci sériového fedéni v koncentraci 4-128 pg/ml, desti¢ka byla nasledné
inkubovéna 72h.

Po 72h byly vzorky s EMEM odstranény a nahrazeny 100 pl nového EMEM, které
obsahovalo MTT v koncentraci 1 mg/ml po dobu 2 h. Nasledné bylo EMEM spole¢né s MTT
odstranéno a nahrazeno 100 ul DMSO. Absorbance byla nasledné zmétena pii 555 nm pomoci
spektofotometru Tecan Infinite M200 (Tecan Group, Miannedorf, Svycarsko) a bylo vypoéteno
procento zivotaschopnosti (hodnota ICso) V porovnani s neoSetfenou kontrolou. Pro kazdy test
byly provedeny 3 nezavislé experimenty.

4.2.4 Statistické vyhodnoceni

Ziskana data jsou prezentovana jako primér + smérodatna odchylka (SD). Statistické
vypocty byly provedeny pomoci programt Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmont,
WA, USA) a Statistica v.12.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). Pro zjisténi rozdiltt mezi vzorky
byla pouzita tiifaktorova analyza rozptyld (ANOVA) s naslednym post-hoc Scheffeho testem
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a hladinou pravdépodobnosti o = 0,05. Vzorky byly také hodnoceny metodou hlavni
komponenty (PCA) a pomoci hierarchického shlukovani. U hodnot ICsp vétsich nez 128 pg/ml
byla pro statistické zpracovani pouzita hodnota 128 pg/ml.
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5 Vysledky

V praci byla sledovana in vitro toxicita extrakttic Cannabis péstovanych ve 2 cyklech, se
4 variantami hnojeni u rostlin sklizenych kazdy tyden po dobu 14 dnd. Testovana byla na
3 riznych bunécnych liniich. Na bunécnych liniich kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT29
a CCD 841 CoN bunécna linie, coz je linie normalni lidské tkan¢ stiev.

Tabulka 1 uvadi pramérné hodnoty kdy dochazi k 50% inhibici (ICso) z jednotlivych
cykli. Bylo zjisténo, ze mezi cykly péstovani na HT29 a CCD 841 CoN neni statisticky rozdil
(p>0,05). Rozdil mezi cykly péstovani byl zjistén u Caco-2 (p = 0,0001).

Tabulka 1: Primérné hodnoty ICso jednotlivych cykla

Bunééna Caco-2 HT29 CCD 841 CoN
linie

I1Cs0 primér + SD (pg/ml)
1.cyklus 116,19 + 25,78 57,67 £29,11 112,91 +29,32
2. cyklus 98,42 + 35,60 63,60 + 24,90 112,97 £ 27,61

Hodnoty jsou vyjadieny jako primeér ICso + smérodatna odchylka.

V Tabulce 2 vidime vysledky v zavislosti na typu hnojeni. Mezi vzorky nebyly shledany
zadné statistické rozdily v zavislosti na typu hnojeni (p>0,05).

Tabulka 2: Primérné hodnoty ICsp jednotlivych variant hnojeni

Hnojeni A B c D
I1Cs0 pramér + SD (pg/ml)
Caco-2 103,94 + 35,02 106,26 + 32,62 104,03 + 34,27 114,93 + 25,08
HT29 57,66 + 21,17 61,90 + 22,97 62,55 + 31,63 61,01 + 32,30
CCD 841 CoN 109,02 + 30,58 120,27 + 20,63 107,50 + 32,37 115,26 + 26,82

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér ICso + smérodatna odchylka. Hnojeni A (Hydro A+B), hnojeni B
(Hydro A+B a Sugar Royal), hnojeni C (Hydro A+B a Green Sensation) a hnojeni D (Hydro A+B a Sugar Royal
a Green Sensation)

Statisticky prukazné rozdily byly shledany mezi vzorky testovanymi na linii HT29
Vv zavislosti na dob¢ sklizné. Coz je vyznaceno rozdilnymi indexy u vysledkd v Tabulce 3.
Naopak mezi vzorky testovanymi na liniich Caco-2 a CCD 841 CoN nebyly zjistény statisticky
prikazné rozdily.

U linie HT29 je vidét obzvlasté rozdil mezi 4 tydnem a 5 tydnem, kdy doslo k vyraznému
poklesu ICso (Obrazek 3). Rozpéti jednotlivych naméfenych hodnot ICso bylo u HT29 od
27,23 pg/ml do hodnot nad 128 pg/ml.

U Caco-2 buné¢k byly hodnoty ICsp V rozpéti od 34,11 pg/ml do 128 pg/ml, ale vétSina
hodnot byla nad 128 pg/ml, takze extrakty nevykazovaly pfili§ velkou cytotoxicitu.

U bunécné linie CCD 841 CoN hodnoty ICso dosahovaly od 32,77 pg/ml nad 128 pg/ml,
ale téZ velka ¢ast hodnot byla nad 128 pg/ml, tudiZz opét nevykazovaly pfili§ signifikantni
cytotoxicitu.
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Tabulka 3: Primérné hodnoty ICso V jednotlivych tydnech sklizné

Buné&&na linie Caco-2 HT29 CCD 841 CoN
Tyden 1Cs0 pramér + SD (ug/ml)

1 105,54 + 38,90 65,97 £ 9,95% >128
2 116,25+ 21,47 96,48 + 22,042 122,08 + 17,76
3 116,18 +20,50 103,09 + 21,092 >128
4 116,02 +21,49 100,74 + 16,842 125,74 + 4,30
5 105,84 +31,47 57,02+ 18,59 109,47 + 29,75
6 104,06 + 35,68 54,43 +16,69° 94,94 + 33,39
7 107,06 £31,72 55,66 + 28,90 107,58 +27,00
8 103,73 +36,15  43,82+10,19° 111,94 +29,96
9 106,79 + 33,71 50,20 + 11,89P 118,72 + 25,17
10 98,01 + 38,92 4530 + 10,48° 101,79 + 34,64
11 104,66 + 35,19 42,93 +9.93b 113,16 2825
12 109,09 + 33,08 4875+ 13,710 118,46 + 25,98
13 104,54 + 31,56 42.32 +10,50° 106,41 + 34,62
14 103,47 +32.28 51,15+ 6,68° 112,16 3121

U hodnot 1Cso na HT29 byly zjistény statisticky prikazné rozdily mezi vysledky (p<0,05), které jsou

vyznaceny odliSnymi indexy

120

110

100

20

80

70

IC50 HT29

60

50

30

20

Tyden: Praméry MNC

Soutasny efekt: F(13, 192)=26,420, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy

Vertikalni sloupce ozna€uji 0,95 intervaly spolehlivosti

6 7 8
Tyden

9 10 M1

12 13 14

Obrazek 3: Zavislost ICso na tydnu sklizné u extrakti testovanych na HT29

Celkem hodnoty ICso, kde byla zjisténa cytotoxicita, byly od 27,23 pg/ml do
126,94 pg/ml, coz je 52,13 % ze vSech vysledku (z celkem 610 vysledkd, bylo 318 pod
hodnotou 128 pug/ml). U zbylych byla hodnota ICso nad 128 pug/ml.
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Obrazek 4 znédzornuje vysledky PCA analyzy vzorkl v riznych tydnech sklizné pro
vSechny bunécné linie zaroven. Z grafu je vidét, ze se vyrazné odliSuji vzorky z 2., 3. a 4. tydne,
a to na zaklad¢ odliSnych hodnot ICsp u HT29 a Caco-2 (Obrazek 5). Dale se od zbylych tydni
odliSuji vzorky z tydnti 1 a 6.

Projekce piipadl do faktorové roviny (1x 2
Pripady se soudtemcos(y"2 == 0,00
25 T . . -
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Obrazek 4: Vysledky PCA analyzy v zavislosti na tydnu péstovani-projekce ptipad
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Obrazek 5: Vysledky PCA analyzy v zavislosti na tydnu péstovani-projekce proménnych
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Tyto zavéry potvrzuji i vysledky hierarchického shlukovani (Obrazek 6), kde je téz vidét
odli$nost vzorkli z 2., 3. a 4. tydne a naslednd odlisnost vzorkli z 1. a 6 tydne.

Vysledky z 2., 3. a 4. tydne mély nejvyssi primérné hodnoty ICso u bunéénych liniich
Caco-2 a HT29.

Tato odli$nost je v souladu s Obrazkem 3, ktery uvadi vyraznou zménu ICsp u extraktt
testovanych na HT29 mezi 4. a 5. tydnem.
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Obrazek 6: Vysledky shlukové analyzy v zavislosti na tydnu péstovani
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6 Diskuze

V ramci prace byl sledovan vliv extraktti Cannabis s rozdilnou dobou sklizné a zpiisobem
péstovani na cytotoxicky efekt na lidské bunééné linie intestinalniho traktu.

Jak rostlina Cannabis, tak extrakty z ni pfipravené obsahuji celou fadu latek s vlivem na
nadorové bunécné linie, veetné cytotoxického ucinku. Nejvyznamnéjsi skupinou latek v konopi
je THC a CBD, mimo to obsahuje ale také dalsi biologicky aktivni latky jako jsou myrcen,
B-karyofylen, a-humulen, kemferol, kvercetin a cannflaviny. V nasi praci nas v§ak zajimal vliv
rozdilné doba sklizn¢ na ucinek etanolového extraktu spole¢né s vlivem rozdilného zpisobu
hnojeni.

Odlisné varianty hnojeni se neprokazaly jako statisticky prikazné. U Caco-2 byl vétsi
rozdil mezi variantou hnojeni D a A, B, C nez mezi variantami A, B, C. Tento rozdil se da
vysvétlit tak, ze varianta D je kombinaci vSech hnojiv, takze rostlin€ byl dodan dostatek zivin
a nedostala se do tak velkého stresu, aby doSlo k syntéze kanabinoidd. U HT29 nedoslo
k Zadnému signifikantnimu rozdilu, hodnoty ICsg se li§ily maximalné o 5 pg/ml mezi hnojenim
AaC.UCCD 841 CoN byly mensi rozdily mezi hnojenimi A, C a B, D. Rozdil ¢inil maximalné
13 pg/ml. Na vSech tfech bunéénych liniich vykazovaly nejnizsi hodnoty I1Cso extrakty hnojené
variantou A. Jelikoz varianta A je jenom Hydro A+B bez dalSich ptimési, tak mize byt rostlina
vystavena vétsi hlading stresu, a tim padem muze vytvaiet vice sekundarnich metabolitd, jako
jsou kanabinoidy a ostatni biologicky aktivni latky.

Mimo nasSe testovani toxicity byly stanoveny i obsahy THC a CBD. Mezi 4. a 5. tydnem
doslo k nartstu koncentrace kanabinoidnich latek, které byly zméteny Ing. Malikem. Jedna se
ptesnéji o CBDA, CBDVA (kanabidivarinova kyselina), CBG (kanabigerol), CBGA, CBNA
(kanabinolovéa kyselina), THCA a THCVA (tetrahydrokanabivarinovd kyselina) Vv prvnim
cyklu a v druhém cyklu se jedna o A-8-THC (delta-8-tetrahydrokanabinol), A-9-THC, CBD,
CBDA, CBG, CBGA, CBNA, THCA a THCVA. Vsechny tyto latky mohou pfispivat
k cytotoxicité. Pramérné hodnoty ICso naSich extrakta byly ve &tvrtém  tydnu
116,02 + 21,49 pg/ml a v patém tydnu 105,84 + 31,47 pg/ml pro bunénou linii Caco-2, mezi
ctvrtym a patym tydnem byly 100,74 + 16,84 ug/ml a 57,02 + 18,59 ug/ml pro HT29 a u linie
CCD841 CoN bylo ICso ve ¢tvrtém tydnu 125,74 + 4,30 pg/ml a v patém 109,47 + 29,75 pg/ml.
Nase vzorky mély v prvnim cyklu primérny obsah THC 0,154 + 0,032 % a v druhém cyklu
0,307 + 0,054 %. Zastoupeni CBD v nasich extraktech bylo v prvnim cyklu 0,009 + 0,004 %
ave druhém cyklu 0,029 + 0,009 %. Cytotoxicitu latek obsazenych v Cannabis potvrzuji
I studie autoru, ktefi testovali jednotlivé ¢isté slouc¢eniny. THC vykazovalo cytotoxické Gi¢inky
na buné&né linii Caco-2 (ICso=16,5+0,2 uM) (Ligresti et al., 2006), na linii HT29
(IC50=30,0£ 1,01 pM) (Cerretani et al., 2020) a také na linii CCD 841 CoN
(ICs0= 64,47 + 0,88 uM) (Plyduang et al., 2014). CBD téz vykazovalo cytotoxické ucinky, a to
na linii Caco-2 (ICso = 3,73 uM) (Borrelli et al.,, 2014) a také na linii HT29
(ICs0=30,0 £ 3,02 uM) (Cerretani et al., 2020). Dle Laezza et al. (2020) prokazalo CBD
(10 uM) castecné nebo zadné ucinky na obdobné bunécné linii CCD 841 CoTr, pochazejici ze
stejného zdroje jako CCD 841 CoN.

Jelikoz vnaSem piipadé byla testovana cytotoxicita extraktl, a ne jednotlivych
kanabinoidnich latek, tak byly nami namétené hodnoty ICsg jiné, nez uvadi napiiklad Ligresti
et al. (2006) ktefi naméfili cytotoxicitu THC na linii Caco-2, kde bylo 1Cso rovno 16,5+ 0,2 uM.
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Plyduang et al. (2014) zjistili hodnotu 1C50=64,47 + 0,88 uM na linii CCD 841 CoN, Cerretani
et al. (2020) namétili hodnotu ICso THC 30,0 + 1,01 uM a také hodnotu CBD 30,0+ 3,02 uM
na linii HT29. Borrelli et al. (2014), ktefi také méfili ICso CBD na buné¢né linii Caco-2, dosahli
hodnot 3,73 uM. Pfi testovani celych extrakti byla prokdzana cytotoxicita na buné¢nych liniich
Caco-2 a HT29, coz je v souladu s vysledky, které uvadi Janatova et al. (2022) kde bylo
testovano 6 ruznych kultivard Cannabis v optimalni zralosti. Tito autoii uvadi pramérné
hodnoty ICso extraktt testovanych na Caco-2 v rozpéti od 13,83 do 29,91 ug/ml u HT29 8,48
az 25.71 pg/ml. V nasem piipadé byly primérné hodnoty ICso U bunééné linie Caco-2 v rozpéti
od 34,11 pg/ml do hodnot nad 128 pg/ml a u HT29 od 27,23 pug/ml do hodnot nad 128 pg/ml.
Pticemz vyssich hodnot bylo dosahovano u extrakt pti nizsi zralosti, nez byla optimalni pro
sklizen.

Jak jiz bylo zminéno, obsahuji extrakty konopi také celou fadu dalSich biologicky
aktivnich latek, které mohou mit vliv na bunécné déleni, ptipadné¢ mohou snizovat oxidacni
poskozeni bunky v disledku oxida¢niho stresu a vystaveni volnych radikal, které mohou
vyvolat jak nddorové onemocnéni, tak 1 neurodegenerativni a celou fadu dal§ich onemocnéni.
Mezi takové latky patii myrcen s hodnotou ICso vice jak 200 pg/ml na bunééné linii karcinomu
stiev (HT29) (da Silva et al., 2007) a s jeho antioxida¢ni aktivitou kdy zmirnuje aktivitu SOD,
GPx a CAT (Hoseini et al., 2019). Obdobné¢ t¢inkoval i B karyofylen pii koncentraci 82 pg/ml
na bunééné linii HT29 (Dahham et al., 2015). Samotny a-humulen (32 pg/ml) inhiboval bunky
ptiblizné z 50 % a po ptidani 10 pg/ml B-karyofylenu byl bunéény rtst inhibovan o 75 % na
buné&¢éné linii MCF-7 (karcinom prsu) (Legault et Pichette, 2007). Dalsi biologicky aktivni
latkou je kemferol, ktery ma cytostatickou schopnost pii koncentraci 50 pumol/l inhibuje
buné&ény cyklus v Go/M fazi, mimo to prokazoval také cytotoxicky G¢inky pii koncentraci
ICs0 =43 umol/l (L. Zhu et Xue, 2019). Po osetieni 20 uM kvercetinu byla také inhibice mezi
G2 a M fazi (Y. Zhu et al., 2017) a na bunééné linii MCF-7 byla naméfena hodnota
ICs0 = 230 + 4,144 uM (Minaei et al., 2016). Pti koncentraci 4 pM izomeru cannflavinu doslo
k indukci apoptozy (Moreau et al., 2019).

Vliv sklizn€ na rozdilnou cytotoxickou aktivitu neni doposud publikovan na Web of
Science. Dle nasich vysledka by bylo vhodné sklizet rostliny od 5. tydne jejich rustu. Naproti
tomu jsou jiz publikace, kdy se autofi zabyvaji obsahem kanabinoidi. Namdar et al. (2019)
sledovali obsah kanabinoidi v rostlinadch sklizenych po 14 a 35 dnech od zafatku obdobi
kveteni a zjistili, Ze obsah kanabinoidd zavisi nejen na dob¢ sklizng, ale i na typu pouzitého
osvétleni. Nicméné se jedna o stale ne Gplné probadané vlastnosti.
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7 Zavér

V praci bylo zjisténo, ze rozdilny stupen zralosti Cannabis spp. mé¢l vyznamny vliv na
in vitro toxicitu lidskych bunéénych linii, pficemz k vyraznému zvyseni cytotoxicity
extraktd doslo u extraktd z rostlin sklizenych mezi ¢tvrtym a patym tydnem. V tomto
obdobi doslo zaroven K nartistu kanabinoidl Vv péstovanych rostlinach. Bylo tudiz
potvrzeno, ze se zvySujici se zralosti rostlin bude toxicita vyznamné silnéjsi.
Cytotoxicita se statisticky vyznamné neliSila v zavislosti na zplisobu hnojeni rostlin
a cyklu péstovani. Vyjimkou byly rozdily mezi prvnim a druhym cyklem u bunécné
linie Caco-2.

Extrakty byly testovany pomoci hodnoty ICso na bunécnych liniich kolorektalniho
karcinomu (Caco-2 a HT29) a zdravych bunkach (CCD 841 CoN). Nejvyssi
cytotoxicitu vykazovaly extrakty na linii HT29, takZze by do budoucna mohlo byt
vhodné jejich vyuziti pii 1€¢bé kolorektalniho karcinomu.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli
5-FU 5-fluoroacil
ANOVA Analyza rozptylu
ATCC American Type Culture Collection
CAT katalaza
CBC Kanabichromen
CBD Kanabinodil
CBDA Kanabidiolova kyselina
CBDVA Kanabidivarinova kyselina
CBG Kanabigerol
CBGA Kanabigerolova kyselina
CBNA Kanabinolova kyselina
CCH Chrohnova choroba
COX-2 Prostaglandin-endoperoxid syntaza-2
DMSO Dimethylsufoxid
ECACC European Collection of Cell Culture
EMEM Eagle's Minimum Essential Medium
EtOH Etanol
FBS Fetalni bovinni sérum
GIT Gastrointestinalni trakt
GPx glutathionperoxidaza
HPLC-DAD Kapalna chromatografie s detektorem diodového pole
ICs0 Inhibic¢ni koncentrace, mnozstvi potiebné k inhibici 50 % bunék
MAP Mitogen aktivovana proteinkinaza
MTT 3-(4,5-Dimetylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid
NTP Narodni toxikologicky program
PBS Fostatovy pufr
PCA Metoda hlavnich komponent
PPAR-y Receptor aktivovany peroxisomovym proliferdtorem
ROS Reaktivni forma kysliku
SD Smérodatné odchylka
SOD superoxiddismutaza
THC Tetrahydrokanabinol
THCA Tetrahydrokanabinolova kyselina
THCVA Tetrahydrokanabivarinova kyselina
A8-THC Delta-8-tetrahydrokanabinol
A9-THC Delta-9-tetrahydrokanabinol
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10 Samostatné prilohy

Priloha 1: Obsahy kanabinoidt pfi riznych hnojenich (1. a 2. cyklus)
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Piiloha 1: pokraovani
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Piiloha 1: pokraovani
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Priloha 1: pokracovani
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