Ceska zemédélska univerzita v Praze

Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich
zdrojt

Katedra mikrobiologie, vyZzivy a dietetiky

Fakulta agrobiologie,
potravinovych a pfirodnich zdroju

Antioxidacni a protizanétlivé aktivity extraktu Cannabis
spp.

Diplomova prace

Bc. Karolina Fiserova

Vyziva a potraviny

Ing. Ivo Doskocil, Ph.D

© 2023 CZU v Praze



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou diplomovou praci "Antioxidacni a protizanétlivé aktivity Cannabis
spp.” jsem vypracovala samostatn¢ pod vedenim vedouciho diplomové prace a s pouzitim
odborné literatury a dalSich informacnich zdroji, které jsou citovany v praci a uvedeny
v seznamu literatury na konci prace. Jako autorka uvedené diplomové prace dale prohlasuji, ze
jsem v souvislosti s jejim vytvorenim neporusil autorska prava tietich osob.

V Praze dne 14. 4. 2023




Podékovani

Rada bych touto cestou podekovala Ing. Ivo Doskocilovi, Ph.D za cenné rady, trpélivost
pfi konzultacich a cas, ktery mi v€noval. Déle bych radda pod€kovala Katedie
agroenviromentalni chemie a vyzivy rostlin za podklady k mé diplomové praci. V neposledni
fad¢ patii veliké podékovani mé rodin€ a pfateliim za podporu.



Antioxidacni a protizanétlivé aktivity extraktu
Cannabis spp.

Souhrn
zachovani zdravi a prevenci fady onemocnéni. Jednim ze zdrojt, kde 1ze takové latky najit,
muze byt konopi. Konopi obsahuje fadu biologicky aktivnich sloucenin, mezi které patti
napiiklad kanabinoidy, flavonoidy, terpeny ¢i fenoly. K vyznamnym ucinkim této rostliny lze
zatadit pozitivni vliv na imunitni reakce, snizovani oxida¢niho stresu, antikancerogenni uc¢inky
¢i snizeni poctu zachvatli u pacientl s t€zkou epilepsii.

Cilem prace bylo stanovit schopnost inhibovat produkci NO v deseti riiznych extraktech
konopi setého (Cannabis sativa) na bunétné linii RAW264.7. Rostliny byly péstovany
Vv rozdilnych podminkach hnojeni a sklizeny v 8. 2 9. tydnu generativni faze. Nasledné byly
Z jednotlivych rostlin pfipravené etanolové (EtOH) extrakty, uzplGsobené na konecnou
koncentraci 10 mg/ml.

V extraktu byl stanoven celkovy obsah fenolovych slouc¢enin pomoci metody TPC (Total
phenolic content) a dale bylo provedeno stanoveni produkce oxidu dusnatého (NO) na mysich
makrofazich bunééné linie RAW264.7, které byly stimulovany pomoci lipopolysacharidi,
spole¢n¢ s testem toxicity pro stanoveni bezpecné koncentrace pro makrofagy.

U metody TPC bylo nejvétsi mnozstvi fenolovych latek v etanolovém vzorku z konopi
s hodnotami 116,74 + 2,88 mg GAE/ml extraktu. Naopak nejmensi mnozstvi bylo s hodnotami
53,17 +£ 4,09 mg GAE/m.

Vysledky metody inhibice produkce NO na RAW264.7 bunkach byly nejlepsi pfi
nejvyssi koncentraci 50 pg/ml. Hodnoty inhibice zde dosahovaly 62,65 %. S poklesem
koncentrace dochézelo 1 k poklesu schopnosti extraktu snizovat produkci NO. Soucasné¢ byla
tato koncentrace bezpecna pro bunécnou linii a nesnizovala zivotaschopnost pod 95 %.

Nami testované vzorky maji schopnost snizovat produkci NO jako jednoho z markerd
zanétl. A bylo by vhodné tyto vzorky podrobit dal§imu testovani na schopnost inhibovat
cytokiny, jako jsou interleukiny, ptfipadné tumor nekrozni faktor.

-----

RAW264.7



Antioxidant and anti-inflammatory activities of
Cannabis spp. extract

Summary

The antioxidant and anti-inflammatory activity of substances are important properties
essential for maintaining health and preventing diseases. One of the sources where such
substances can be found is cannabis. Cannabis contains a range of biologically active
compounds, which include cannabinoids, flavonoids, terpenes and phenols. Significant benefits
of this plant are its positive effect on immune reactions, reduction of oxidative stress,
anti-carcinogenic effects and reduction of seizures in patients with severe epilepsy.

The goal of this study was to determine the ability to inhibit NO production of ten
different extracts of Cannabis sativa on the cell line RAW264.7. Plants were grown under
different fertilizing conditions and they were harvested at the 8th and 9th week of the generative
phase. Subsequently, ethanolic (EtOH) extracts were prepared from each plant to a final
concentration of 10 mg/ml.

The total phenolic compound content of the extract was determined using the total
phenolic content (TPC) method, and furthermore, nitric oxide (NO) production was determined
on mouse macrophages of the RAW264.7 cell line stimulated with lipopolysaccharides, along
with a toxicity test to determine the safe concentration for macrophages.

For the TPC method, the highest amount of phenolic compounds was in ethanol sample
with values of 116,74 + 2,88 mg GAE/mI of extract whereas the lowest amount was in sample
with values of 53,17 + 4,09 mg GAE/ml.

The results of NO production inhibition method on RAW264.7 cells were best at the
highest concentration of 50 pg/ml. The inhibition values here reached 62,65 %. As the
concentration decreased, the ability of the extract to reduce NO production also decreased. At
the same time, this concentration was safe for the cell line and it did not reduce the viability
below 95 %.

The tested samples have the ability to reduce NO production as one of the markers of
inflammations. And it would be appropriate to subject these samples to further testing for their
ability to inhibit cytokines such as interleukins or tumor necrosis factor.

Keywords: Cannabis spp.; TPC; nitrix oxide inhibition; anti-inflammatory aktivity;
RAW264.7
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1 Uvod

Volné radikaly jsou jednim z faktord, jez pfispivaji ke vzniku oxidacniho stresu, ktery je
spojovan Scelou fadou onemocnéni. Pfikladem takovych chorob mohou byt
neurodegenerativni onemocnéni, jako jsou Parkinsonova ¢i Alzheimerova nemoc, ptipadn¢ jiné
chronické choroby vcetné zanéti nebo nadorovd onemocnéni. Volné radikaly maji takeé
vyznamny vliv na starnuti organismu (Halliwell & Gutteridge 2015). Antioxidacni
a protizanétlivé ucinky, obsazené v rostlinnych extraktech, by mohly mit potencidlné ptiznivy
efekt na ochranu proti oxida¢nimu stresu a potlaceni ¢i snizeni zanétlivé reakce v téle. Mezi
extrakty stémito ucinky lze zatadit iextrakty z konopi, které obsahuji fadu biologicky
aktivnich latek. Nejznaméjsi skupinou biologicky aktivnich latek obsazenych v konopi jsou
kanabinoidy (Zielonka et al. 2020). Konkrétnim zastupcem kanabinoidt je napiiklad THC,
které je znamo predevSim pro své psychotropni G¢inky, nicméné konopi obsahuje i mnoho
dalsich latek, které nevykazuji omamné efekty. Mezi zndmé kanabinoidy bez psychotropnich
ucinki patii napiiklad CBD. DalSimi biologicky aktivnimi latkami jsou terpeny, jako tifeba
limonen, pinen, myrcen, alkaloidy ¢i flavonoidy (Chandra et al. 2017; Zielonka et al. 2020).
Vsechny zminéné latky vykazuji uvedené antioxidacni a protizanétlivé Gc¢inky a byl u nich
zjistén pozitivni vliv na metabolismus a schopnost byt uréitym preventivnim prvkem pied
oxidac¢nim stresem. Nejen z tohoto diivodu se v posledni dobé konopné vyrobky tési velké
oblibé. Tyto extrakty lze vyuzit ve farmacii, potravinafstvi i kosmetice. Konkrétné se vyrabéji
nejrizngjsi oleje, krémy ¢i pochutiny. Konopi 1ze sehnat i v podob¢ kapsli s velkym obsahem
CBD. Kapsle se doporucuji na spanek nebo relaxaci. Vyrobky s obsahem CBD jsou na rozdil
od vyrobkii s obsahem THC v CR legalni (Landa et al. 2020).



2 Védecka hypotéza a cile prace
Hypotéza: Stupein zralosti Cannabis spp. md& vyrazny vliv na antioxidacni
a protizanétlivou aktivitu testovanych extrakta.

Cil prace: Cilem je stanovit antioxidacni a protizanétlivou aktivitu extraktd Cannabis
spp. sklizenych v rozdilném stupni zralosti a stanovit nejoptimalnéjsi zralost pro jejich dalsi

vyuziti.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Volné radikaly, oxida¢ni stres a antioxidanty
Volné radikaly (VR) jsou vysoce reaktivni molekuly, atom ¢i iont vétSinou s jednim

neparovym elektronem ve valencnim obalu. Maji schopnost samostatné existence. Béhem
svého pusobeni dokazi VR vyvolat fetézovou reakci tvorby dalSich VR (Halliwell & Gutteridge
2015). VR rozdé€lujeme na dvé zakladni formy, a to volné kyslikové radikaly (Reactive oxygen
species; ROS) a volné dusikové radikaly (Reactive nitrogen species; RNS) (Kabel 2014). Radu
let jim je pfikladdn vyznam b&hem procesu starnuti (Warraich et al. 2020), ale také pii fadé
dalsich biologickych procest. Mezi tyto procesy muzeme zafadit oxidacni fosforylaci
V mitochondriich, buné¢nou signalizaci, fagocytézu a mnoho dalSich zdkladnich procest
v organismu. Na téchto biologickych pochodech se podileji enzymy, jako je oxidaza,
cyklooxygenaza a dalsi, které katalyzuji vznik VR. Tyto volné radikaly jsou endogenniho
pavodu (Halliwell & Gutteridge 2015; Vitolo 2019).

Endogenni formy ROS jsou soucasti dychaciho fetézce, kdy pii oxidaci vzduSnym
kyslikem vznika energie a spolu sni vznikaji i VR, ptfedev§im superoxidové (¢O2)
a hydroxylové (HOe+). Endogenni formy ROS vznikaji také pfi metabolismu nasycenych
mastnych kyselin, kdy spolu s biologicky vyznamnymi latkami (prostanoidy, leukotrieny),
vznikaji také rizikové peroxidy (ROO-) (Halliwell & Gutteridge 2015). Vyznamnym
zastupcem endogenni RNS je oxid dusnaty (NOe<) (Raju et al. 2015). Tuto molekulu si
organismus syntetizuje sam pomoci specifickych enzymi nazyvanych NO-synthasy (NOS).
Enzymy oxiduji arginin na citrulin a dochézi k uvolnéni NO, ktery za fyziologickych okolnosti
plni v organismu vice funkci. Naptiklad miZe regulovat cévni tonus, tim zplisobuje uvoliiovani
hladkych svalli v cévach. Uvolnénim svalli v cévach se zvysi pratok krve a tak dochazi
K optimalnimu zasobovani tkani zivinami a kyslikem. V neposledni fadé NO hraje dulezitou
roli v imunitnim systému naptiklad tim, ze diky svému antimikrobidlnimu G¢inku zabiji cizi
patogeny (bakterie, viry a houby) (Halliwell & Gutteridge 2015). Na druhou stranu ke zvyseni
produkce NO dochazi 1 u fady patologickych stavi, jako jsou neurodegenerativni onemocnéni
¢i zanéty. Proto muze byt NO bran jako marker bunétného zanétu (Vitolo 2019). Dalsim
vyznamnym zastupcem RNS je peroxonitrit (ONOO-). Tento reaktivni oxidant vznika
z vysokych koncentraci NO a Oz pii zanétlivych procesech ¢i infekcich. ONOO-je toxicky
aVvtéle mize poskodit DNA, proteiny i lipidy nebo vést k produkci dalSich reaktivnich
sloucenin (Macasek et al. 2011; Ahmad et al. 2019).

Dals8i moZnosti je, Ze volné radikaly vznikaji v disledku vnéjsich vlivii a jsou exogenniho
puvodu. Sem patii napiiklad oxid dusi¢ity (NOgz¢). Vyskytuji se ve zneCiSt€éném prostiedi,
zvlasté z vyfukovych plynt spalovacich motortii. Dal$Sim zdrojem exogennich volnych radikalt
je UV zafteni (Halliwell & Gutteridge 2015; Vitolo 2019).

Ackoli jsou oxidacni reakce pro zivot klicové, ptisobeni VR Vv organismu je nebezpecné,
protoze mohou reagovat s molekulami bunék a poskozovat je (Kabel 2014). Aby se zabranilo
tomuto poSkozeni, jsou v organismu piitomny antioxidanty, které jsou soucasné piijimany
i stravou (Halliwell & Gutteridge 2015).

3.1.1 Antioxida¢ni ochrana organismu
Mezi antioxidanty fadime latky se schopnosti vyvazovat ROS nebo RNS, piipadné

nepiimo pusobit a regulovat tak antioxida¢ni ochranu (Kabel 2014). Antioxidanty Ize podobné
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jako VR délit na endogenni a exogenni. Mezi endogenni patii naptiklad superoxiddizmutaza
SOD, ktera je katalyzatorem premény superoxidu na peroxid vodiku (Neha et al. 2019). Dal§im
dilezitym enzymem je katalaza, kterd se nachdzi naptiklad v cervenych krvinkach a rozklada
vnikly peroxid vodiku na vodu a kyslik. Glutationperoxidaza a peroxiredonin jsou v sou¢innosti
S ostatnimi enzymy a také katalyzuji peroxid vodiku na vodu a kyslik (Halliwell & Gutteridge
2015; Vitolo 2019). Komplexace kovi je ochranny proces, pii kterém specializovana bilkovina
dokaze navazat kov a vytvoftit s nim stabilni komplex. Piikladem takové vazby je transferin,
ktery vaze zelezo v krevni plazmé a bezpecné ho transportuje do mista metabolickych procest,
kde je potieba (Halliwell & Gutteridge 2015; Papas 2019). Pokud by Zelezo (nebo jiny potiebny
kov) nebylo takto vazano, hrozil by vznik radikald (Halliwell & Gutteridge 2015). Dalsim
mechanismem jsou antioxidacni substraty, mezi které patii jak endogenni antioxidanty, jako je
napiiklad bilirubin, tak i exogenni antioxidanty obsazené v potravinach, jako jsou naptiklad
vitaminy C a E, karotenoidy, flavonoidy ¢i kanabinoidy (Kabel 2014; Halliwell & Gutteridge
2015). Jako antioxidaéni ochrana slouzi také obnovovaci enzymy (lipaza, proteaza), které
nahrazuji a obnovuji poskozené membrany (Vitolo 2019).

Mezi antioxidanty exogenniho ptivodu patii vétSinou sekundarni metabolity rostlin, které
u nich zpasobuji typické zabarveni a chut’. Nejvétsi zastoupeni téchto antioxidantl v potrave
prestavuji rostlinné fenolové slouceniny, které maji schopnost vyvazovat ROS a RNS
(Halliwell & Gutteridge 2015). V ptipad¢, ze je nedostatek antioxidantli v potravé, muze
dochazet k hromadéni volnych radikalti a ke vzniku oxidacniho stresu, ktery mé negativni vliv
na lidské zdravi (Kabel 2014; Halliwell & Gutteridge 2015).

3.2 Oxidacni stres a jeho patofyziologie
V disledku hromadéni volnych radikalii dochézi ke vzniku takzvaného oxida¢niho stresu

(Halliwell & Gutteridge 2015). Je znamo, Ze se oxidaéni stres podili na celé fadé onemocnéni,
kde mize byt i primarni pfi¢inou vzniku (Neha et al. 2019). Napiiklad u aterosklerdzy
je oxida¢ni stres hlavnim rizikovym faktorem pro vznik tohoto onemocnéni
(Kattoor et al. 2017). Soucasné vsak ROS i RNS mohou vznikat jako disledek onemocnéni,
pii kterém dochazi k nadprodukci téchto latek (Halliwell & Gutteridge 2015). Je znamo, ze
ROS a RNS hraji vyznamnou ulohu v patologii fady onemocnéni, jako jsou razné
kardiovaskularni choroby, Parkinsonova choroba, epilepsie ¢i nadorové onemocnéni
(Aguiar et al. 2012; Blesa et al. 2015; Hayes et al. 2020).

3.2.1 Parkinsonova choroba
Parkinsonova choroba je neurodegenerativni onemocnéni postihujici centralni nervovou

soustavu. Souvisi s ubytkem nervovych bun€k v mozku, pfedevsim v jadrech substania nigra
(Velayundhan et al 2014; Halliwell & Gutteridge 2015). Tyto mozkové bunky produkuji
neurotransmiter dopamin, ktery zajiStuje pfenos signdlu a je dilezity pro kontrolu pohybu
a koordinaci. Pokud bunky ubyvaji, pacient za¢ne byt ztuhly, zpomali se pohyb, pfipadné se
objevi klidovy ttes, poruchy drzeni téla a Spatna stabilita stoje (Veclova et al. 2012).

Ptesné mechanismy vzniku nemoci a ubyvani bun¢k zatim nejsou zcela popsany, ale
predpoklada se, ze duleZitou roli hraje §patna funkce enzymi dychaciho fetézce. Spatna funkce
vede knadmérné produkci ROS, coz negativné pusobi na dopaminergni systém v téle
(Blesa et al. 2015). Klasicka medikace, tedy antiparsonika, nahrazuji chybé&jici dopamin, ¢imz
se potlaci priznaky. Pokracovani nemoci se ale nezastavi, tudiz vznikaji pozdni psychické

11



a pohybové komplikace nemoci. Antiparsonika navic mohou mit ¢etné vedlejsi ucinky, a proto
se vyviji velka snaha o objeveni nového Iéku (Veclova et al. 2012).

Figura et al. (2022) shrnuje poznatky studii o vlivu konopi na Parkinsonovu chorobu.
Bylo zjisténo, Ze pacienti trpici touto chorobou, ktefi jsou zaroven uzivateli konopi, ¢asto hlasi
pozitivni G¢inky. Mezi tyto G¢inky se fadi naptiklad snizeni bolesti, zlepSeni spanku, zlepSeni
nalady Ci snizeni tfesu. Na druhou stranu klinické studie zatim jednoznacné neprokazaly ucinky
konopi na symptomy Parkinsonovy choroby. Nebylo tak doposud jasn¢ dosazeno konsensu
V otazce, zda je konopi ucinné a bezpecné pro pacienty trpici touto chorobou. Je tedy tieba vést
dalsi vyzkumy, aby bylo mozné ucinnost potvrdit a piipadné urcit zplsob bezpecného
davkovani (Bougea et al. 2020).

3.2.2 Epilepsie

Epilepsie je neurologické, chronické onemocnéni, jehoZz projevem jsou opakujici se
zachvaty, které jsou zptisobené poruchou elektrické aktivity v mozku (Reddy & Golub 2016).

Projevy mohou byt od mirnych zaskubii po zavazné zachvaty, které v extrémnim ptipadé,
kvili mozné zastavé dychéani, mohou koncit smrti (Oslejskova 2008; Devinsky et al. 2017).
Faktord zpusobujicich epilepsii je vice, jako napfiklad vrozené genetické predispozice,
traumata mozku, infekce, nadory ¢i abnormality v mozku (Fisher et al. 2014). Tyto faktory
mohou mit mimo jiné vliv na §patnou funkci mitochondrii, ktera mize byt pti¢inou vzniku VR.
Vznik VR miiZze zpisobit abnormdlni neuronovou aktivitu, ta se projevuje napiiklad
epileptickymi zachvaty. Na druhou stranu epilepsie mlize také zvysit oxidativni stres s poskodit
buiikky (Aguiar et al. 2012). V konzervativni terapii je nejvice vyuzivana farmakoterapie
antiepileptiky, ktera pomaha kontrolovat a sniZzovat pocet zachvatt. U ¢asti pacientt, ktefi trpi
tézkou formou epilepsie dostupna farmaka nezabiraji (Oslejskova 2008; Devinsky et al. 2017).
Devinsky et al. (2016) publikovali intervenc¢ni studii, kde bylo zahrnuto 214 pacientd s tézkymi
formami epilepsie. UZivali CBD v davce 2-5 mg/kg/den po dobu 12 tydnil. Primarnim cilem
bylo zhodnotit, zda dojde ke sniZeni frekvence epileptickych zachvatl. Vysledkem této studie
bylo, Ze 36,5 % pacientli dosahlo snizeni motorickych zachvatl a u 9 % pacientii doSlo
K redukci zachvatti az z 90 %. O rok pozdé&ji probéhla dvojité zaslepena, placebem kontrolovana
studie, kde bylo ndhodné vybrano 120 déti a mladych dospé€lych s Dravetovym syndromem.
Toto onemocnéni zplisobuje tézké epileptické zachvaty a pacienti obvykle neodpovidaji dobie
na tradicni antiepileptické 1€éky. Vybranym pacientim bylo po dobu 14 dnii podavano CBD
v mnozstvi 20 mg/kg/den, druhd skupina dostavala placebo. Vysledky ukazaly, Ze pacienti,
kteti dostavali CBD, méli v praméru 38,9 % snizeni poctu zachvatu oproti 13,3 % u placebem
kontrolované skupiny (Devinsky et al. 2017).

3.2.3 Nadorové onemocnéni
Nadorové onemocnéni je riiznorodd skupina chorob, pti kterych dochazi ke ztraté

kontroly bunécného de€leni a rtistu. Za normélnich okolnosti jsou buiiky schopny svou mutaci
detekovat a opravit, nebo samy sebe zniCit apoptoézou (Almeida & Barry 2011). Pfi tomto
onemocnéni se nektera populace vlastnich bunék organismu za¢ne nekontrolovatelné¢ mnozit
a vytvaret nové tkané. Tyto nové vytvorené tkan¢ mohou byt benigni (nezhoubné), nebo
maligni (zhoubné), coz je zavislé na tom, jestli se dokazi Sifit do okolnich tkani a zda mohou
byt pfenaseny na jind mista vtéle a tvofit tzv. metastize (Almeida & Barry 2011;
Halliwell & Gutteridge 2015).
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Jednou z nejbézngjsich 1é¢ebnych metod je chirurgicka 1é¢ba. Tuto metodu nelze pouzit,
pokud se nddorové onemocnéni jiz rozsitilo do dalSich ¢asti téla (Breugom et al. 2015). Mezi
dalsi postupy 1€cby nadorového onemocnéni patii radioterapie, coz je vysokofrekvencni zareni,
kterému se vystavi nador a které ma zastavit rast a déleni napadenych bunék. Novéj$i metodu
predstavuje imunoterapie, kdy dochazi ke stimulaci imunitniho systému (Formenti & Demaria
2013; Halliwell & Gutteridge 2015). Dalsim nastrojem v boji proti nadorovému onemocnéni
muze byt chemoterapie. Tato 1écba obsahuje 1éky, které postihuji vSechny rychle se délici
bunky. Bunky nadoru nejsou schopné se z postizeni tak efektivné vzpamatovat jako buiky
zdravé, coz je princip efektu chemoterapie. Tento fakt s sebou bohuzel nese rozsahlé vedlejsi
ucinky, mezi které patfi: nevolnost, zvraceni, unava, snizena chut’ k jidlu, ¢asté vypadavani
vlastl, zvy$ena nachylnost k infekcim, krvaceni atd (Halliwell & Gutteridge 2015).

Jednim z alternativnich zptsobu 1é¢eni nddorového onemocnéni by mohlo byt i 1éCeni
pomoci konopi. Shrivastava et al. (2011) uskutec¢nili in vitro studii, ktera se zaméfila na vliv
kanabinoidu CBD na buné¢nou smrt v bunééné linii lidského karcinomu prsu. Byly pouzity
koncentrace od 0-10 mmol/L. Konkrétné se ukazalo, Ze se stoupajici koncentraci CBD dochazi
K nartistu apoptdzy a autofagie a klesa Zivotaschopnost nadorovych bunék.

Kromé ovliviiovani bunéénych procesti podporujicich antikancerogenni ucinky se
kanabinoidy jevi jako U¢inné pii snizovani bolesti, zvraceni a nevolnosti, spojenych
s konven¢nimi 1é¢ebnymi postupy, jako je chemoterapie (Velasco et al 2016). Pfi¢iny vzniku
nadorového onemocnéni mohou byt riznorodé. Mezi jedny z nejcastéji uvazovanych pficin
patii naptiklad genetické faktory nebo nezdravy zivotni styl (Blackadar 2016). Uréity vliv na
vznik nadorového onemocnéni mohou mit karcinogenni latky v ovzdusi, vod¢€ a potravé. Mezi
tyto latky lze zaradit polycyklické aromatické uhlovodiky, které se tvofi naptiklad pii spalovani
fosilnich paliv ¢i koufeni (Rangarajan et al. 2015). Krizikovym faktorim Ize také zatadit
dlouhodobou expozici sluneénimu zafeni bez ochrannych prostfedkl a opakovana spaleni kiize
(Blackadar 2016). V neposledni fad¢ i nékteré typy zanétu jsou rizikovym faktorem nadorového
onemocnéni. Cinitelé a nemoci, které zptisobuji chronicky zanét a predispozici k nadorovému
onemocnéni, zahrnuji napiiklad ulcerdzni kolitidu, zanéty jicnu €1 zanéty zluCovych cest
(Halliwell & Gutteridge 2015; Blackadar 2016).

3.2.4 Oxidacni stres a zanét
Oxidacni stres je se zanctem propojen a mohou se navzdjem ovliviiovat. Patofyziologie

zanétu je pfiznacnd tim, Ze pii ni dochdzi k infiltraci riznych imunitnich bunék (monocyty,
makrofagy...) do tkani, podle mista a druhu zanétu (Chatterjee 2016; Dunders 2020). Imunitni
buniky ve tkanich poté produkuji ROS, pomoci kterych bojuji s patogeny. Pii nadbytku opét
muze dochézet k pfimému vzniku oxida¢niho stresu (Chatterjee 2016). Produkované ROS poté
mohou aktivovat zanétlivé drahy, kvili kterym dojde k aktivaci prozanétlivych bunek
(cytokinti, chemokint), které ptitahuji dal$i imunitni buiikky do mista zané&tu. K tomuto procesu
dochazi kviili ochrané organismu proti infekcim a zdnétu. OvSem pii nadmérné aktivaci téchto
prozanétlivych drah a z toho plynouci nadmérmé produkci prozanétlivych bunék miize dojit
k poSkozeni organismu, snizeni imunity a tvorbé chorob a zanéti (Behm et al. 2011;
Novotna & Novéak 2012; Chatterjee 2016).
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3.3 Zanét a imunita

3.3.1 Imunitni systém

Imunitni systém je souborem bunénych mechanismi, které zajist'uji integritu organismu
anapomahaji k rozeznavani a likvidaci potencialn¢ skodlivych cizich patogenii, mezi které patii
viry, bakterie a plisn¢ (Kumar et al. 2021). Organismus je imunitnim systémem chranén i pred
vlastnimi nezaddoucimi buiikkami, mezi které patii naptiklad nadorové bunky a bunky
s genetickymi mutacemi. Tento mechanismus se nazyva autoimunita. Pokud se organismus
musi branit pied patogeny, dojde k imunitni odpovédi, kterda ma dva odlisné rysy: vrozeny
a adaptivni (Ferencik et al. 2011; Dunders 2020).

Vrozena imunita je prvni reakci téla na patogen. Jednd se o nespecifickou a rychlou
reakci. Mezi sloZzky vrozené imunity patii kaze, sliznice a dals$i buiky, které tvoii prvni
obrannou linii (Ferencik et al. 2011). Pokud patogen piekond tuto obranu a dostane se do
organismu, imunitni systém spusti dal§i obranné mechanismy, mezi které patfi bunky
imunitniho systému jako granulocyty (neutrofilni, bazofilni a eozinofilni), monocyty a tkanové
makrofagy, dendritické buiniky a NK (natural killer cells) (Kumar et al. 2021).

Funkce neutrofilnich granulocytl je predevsim fagocytoza cizorodych castic. Bazofilni
granulocyty obsahuji heparin a histamin, coz jsou latky uplatiiujici se predevsim pifi zanétu.
Bazofilni granulocyty jsou také schopné fagocytovat. Easinofilni granulocyty se uplatiiuji
zejména pii obrané proti riiznym parazitickym prvoklim, ploSténciim a hlistim, stejné jako
pfedeslé granulocyty maji schopnost fagocytdozy. Monocyty jsou oznacovany jako
»profesionalni fagocyty*“. Makrofagy také fagocytuji a stejné¢ jako dendritické bunky
spolupracuji s adaptivni imunitou, poméhaji aktivovat imunitni odpovéd. NK bunky jsou
schopny rozpoznat a zabit infikované bunky. To lze uplatnit naptiklad proti infekcim (Kocarek
2010; Patel et al. 2021). Fagocytoza je zakladnim obrannym mechanismem, které tyto buinky
vyuzivaji (Obrazek 1). Jedna se o schopnost pohlcovat cizorodé ¢astice, mikroby ¢i poskozené
buiiky (Ferencik et al. 2011; Kumar et al. 2021).

Imunitni systém funguje jako celek. Jeho porucha mize byt v né€kterych ptipadech
doprovazena zancétem (Ferencik et al. 2011; Kumar et al. 2021).

Adaptivni neboli specifickd imunita se vyviji v prib¢hu Zivota jedince. Tato imunita je
specifickd viici ur€itym patogeniim a ma pamétovou funkci. Patogen méd na svém povrchu
antigenni struktury, které si imunitni systém zapamatuje a zahaji podle nich pfislusnou imunitni
odpovéd’ (Kumar et al. 2021). Mezi expozici antigenu a reakci adaptivni imunity dochézi
k delsi casové prodleve nez u vrozené, nicméné po opakovaném vystaveni organismu stejnému
antigenu je imunitni reakce pohotovéjsi a intenzivnéjsi (Ferencik et al. 2011). Existuji dva typy
adaptivni imunity: humordlni a bunéna. Humoralni imunitu tvoii B-lymfocyty, které se
zaméfuji na tvorbu protilatek, diky kterym bojuji proti patogentim. Buné¢na imunita je tvotfena
T-lymfocyty, které rozpoznavaji a eliminuji patogeny infikovanych a nadorovych bun¢k
(Kumar et al. 2021). Imunitni systém funguje jako celek, porucha tohoto systému muize byt
v nékterych ptipadech doprovéazena zdnétem (Ferencik et al. 2011; Kumar et al. 2021).
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Schéma fagocytdzy:

1) Receptor rozpozna antigen, ktery je nasledné
obklopen fagocytujici buitkou

2) Pohlceny antigen je uzavien

3) Dochazi k rozkladu antigenu pomoci enzymu

4) Produkty rozkladu jsou nakonec exocytozou
a odstranény pry¢ z fagocytu 5

Obrazek 1: schéma fagocytozy; (Bohacova 2015).

3.3.2 Zanét: fyziologicka reakce téla na poskozeni
Zanét je nejstarSim obrannym mechanismem organismu na poskozeni nebo infekci. Tato

reakce ma za ukol chrénit télo a podpofit jeho regeneraci. Zanét je proces, ktery imunitni systém
vyuziva pro odstranéni pocatecni pfi¢iny poskozeni bunck, odstranéni nekrotickych bunék
a obnovu poskozené tkané (Feren¢ik et al. 2011). Pii fyzickém poruSeni bariéry pokozky
a sliznice pronikne napiiklad virus pies poranénou kuzi nebo sliznici, organismus se brani
a muze odpovidat zminénou zanétlivou reakci. Poskozeni s konecnym disledkem zdnétu mtze
vyvolat naptiklad i deficit bilkovin, vitamint ¢i kysliku (Dunders 2020; Gopi et al. 2021).

Odpovéd organismu na poskozeni mize byt lokalni nebo systémova. Pro lokalni zanét je
typickym klinickym projevem z¢ervenani (rubor) a zvySeni mistni teploty (calor), které je
zpisobeno zvysSenym pritokem krve do postizené oblasti. To umozni pfivod imunitnich bun¢k
a dalsich latek, které jsou potiebné pro 1é¢bu tkané (Kumar et al. 2021). Dale je patrny otok
(tumor), ktery také umozni imunitnim bunikam prostoupit do postizené oblasti. Bolestivost
(dolor) ma za tukol pfimét jedince, aby Setfil postizenou oblast. Stejné tak poruseni funkce
(functio leasa) je docasnym nebo trvalym symptomem, ktery ma také zajistit ochranu a lepsi
1éEbu postizené oblasti. Systémovym piiznakem je horecka, ktera t€lu poméha zabit patogeny
(Dunders 2020).

Zanét muze byt akutni ¢i chronicky a ucastni se ho nékteré bunky imunitniho systému.
Zakladni bunikou pfi akutnim zanétu, kterd se do zanétlivého loZiska dostava jako prvni
areguluje vyvoj, je neutrofil. U chronického zanétu jsou uplatnény hlavné makrofagy
a T —lymfocyty Dal§imi dilezitymi buiikami jsou endotelové buniky cév, eozinofily, Zirné
bunky, trobocyty a mnoho dal$ich latek. Ty reguluji prabéh zanétlivé reakce mimo jiné tim, ze
produkuji zanétové mediatory. Mezi tyto mediatory patii cytokiny, chemokiny, prostaglandiny,
proteiny akutni faze zanétu a dalsi (Gopi et al. 2021; Pahwa et al. 2022).

Zanétlivé procesy jsou spojeny s mnoha riiznymi nemocemi, protoze velmi silna nebo
pfetrvavajici zanétlivd reakce mlZe mit za nésledek poSkozeni tkan€ a vést k rliznym
zdravotnim problémim (Chatterjee 2016; Pagoretti et al. 2020).

3.4 Protizanétliva aktivita konopi a jeho ochrana pred nemocemi
Ke konkrétnim latkam, které konopi obsahuje a jeZ maji protizanétlivé vlastnosti, lze

zaradit napiiklad kanabinoidy, terpeny a flavonoidy. Z vyzkumu vyplyva, ze kanabinoidy
ovliviiuji imunitni systém tim, ze se vazou na specificky receptor CB2 (Vuckovi¢ et. al 2018;
Zielonka et al. 2020). Piesné mechanismy, kterymi tyto latky chrani organismus proti zanétu,
se teprve studuji. Obecné ale Ize systém ochrany proti zanétu rozd¢lit na ¢tyfi zakladni procesy.
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Prvnim z nich je proces apoptdzy, coz je programovana smrt bunky (Lukhele & Motadi 2016).
Stejné jako vSechny Zivé organismy maji i bunky sviij zamysleny Zivotni cyklus. Pokud je
bunika poskozena vnéjSimi pfi¢inami, jako je napiiklad poranéni ¢i infekce, dojde k bunécné
smrti nazyvané nekrdéza. Druhym zpisobem, kterym bunky umiraji, je ,,zdravy* zplisob zvany
apoptoza. Tento d¢j programované smrti je nezbytny v zivotnim cyklu vSech bunck. Nékteré
studie ukazuji, Zze naptiklad kanabinoidy mohou aktivovat apoptozu, coz by mohlo byt vyuzito
v 1é€bé nadorovych onemocnéni (Rieder et al. 2010; Lukhele & Motadi 2016). Druhym
mechanismem k ochran¢ organismu je inhibice proliferace. Proliferace bunék je proces, kdy se
bunky déli a mnozi, coz je za normalnich okolnosti dllezité pro vyvoj a regeneraci tkani v téle.
V nékterych piipadech ale muze dojit k nekontrolovatelné proliferaci, coz vede
k abnormalnimu ristu tkani. To mze byt spojen0 S riznymi onemocnénimi véetné nadorového
onemocnéni. Z tohoto diivodu je inhibice nekontrolovatelné proliferace bunék kli¢ova pii 1é¢be
nadorového onemocnéni a dalSich nemoci (Rieder et al. 2010; Seltzer et al. 2020). Tretim
procesem branicim zanétu je suprese cytokind. Pokud jsou cytokiny produkovany nedostatecné,
sniZzuje to obranyschopnost organismu. Negativni je vSak 1 pfiliSna produkce cytokinil, ktera
muze také vést k zanétu ¢i poskozeni tkani, jako je tomu napiiklad u autoimunitnich
onemocnéni (Rieder et al. 2010; Moudgil & Choubey 2011). Ctvrtym a kli¢ovym
mechanismem pro ochranu bun¢k pied zanétem je produkce a indukce T-lymfocytu.
(Rieder et al. 2010; Kumar et al. 2021).

3.4.1 Crohnova choroba
Crohnova choroba je zanétlivé onemocnéni, které postihuje sténu traviciho traktu a muze

se vyskytovat kdekoli od ust az po konec¢nik. V disledku zanétu mize dojit k fadé zmén
V postizené oblasti, naptiklad se mohou vyskytnout viedy, jizvy, ziZeni ¢i naopak ztlusténi
stény stfeva (Kumar et al. 2021). Tyto zmény mohou vést ke komplikacim. PfestoZe je tato
nemoc znama jiz né€kolik desitek let, mechanismy patologie nejsou uspokojivé popsany.
Hromadici se diikazy z poslednich let naznacuji, Ze nemoc vznikd v dasledku nepfiméfené
reakce na stfevni mikrofloru u geneticky predisponovanych jedincii (Ambrizova et al. 2012).

Lécba Crohnovy choroby obvykle zahrnuje kombinaci nckolika rliznych postupti.
V prvni fadé je dilezité dodrzovat zdravy Zivotni styl. Dale jsou pacientim podavany léky jako
naptiklad kortikosteroidy ¢i imunomoduldtory pro snizeni zdnétu a zpomaleni pribchu
onemocnéni. V n€kterych ptipadech je nutny i chirurgicky zékrok, zejména pokud dojde
k vyznamnému poSkozeni stteva nebo rozvoji abscest ¢i pistéli (Lago & Gisbert 2020).

Zavéry nekterych studii ukazuji, Ze v 1écbé Crohnovy choroby a dalSich zanétlivych
stfevnich onemocnénich by konopi mohlo byt G¢inné. Naptiklad Naftali et al. (2013) provedli
studii, které se zcastnilo 21 pacientl. Tito ucastnici studie nereagovali na klasickou 1é¢bu
steroidy, imunomodulatory ¢i jinymi 1éCivy. Pacienti byli ndhodné rozfazeni do dvou skupin,
prvni skupiné podéavali konopi ve formé¢ cigaret obsahujicich 115 mg THC a druhé skupiné
podavali placebo. Aktivita onemocnéni a laboratorni testy byly hodnoceny béhem 8 tydnti 1écby
a 2 tydny poté. Ve vysledku toho vyzkumu kompletni remise dosahlo 5 z 11 pacientli, oproti
placebu, kde k remisi doslo u 1 z 10 pacientd.

Existuje nékolik dalSich zdroja, které také uvazuji vyuzit potencial konopi v lécbé
Crohnovy choroby. Ovsem pro pfijeti konopi do rutinniho 1é¢ebného postupu bude muset
probéhnout jest¢ mnoho dalSich studii sco nejvétsim poctem sledovanych subjekt
(Schicho & Storr 2014; Kafil et al. 2018).
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3.4.2 Roztrousena skleroza
Roztrousena sklerdza je autoimunitni onemocnéni centralniho nervového systému, které

postihuje myelinovou pochvu nervovych vlaken (Kumar et al. 2021). Myelinova pochva slouzi
jako izolant nervovych vldken a umoziuje rychly pfenos nervovych impulsi. Pfi roztrouSené
skler6ze se imunitni systém obrati proti vlastnimu télu a napada myelinové obaly nervovych
vlaken v mozku a miSe, az dojde k jejich nasledné ztraté¢ (Hordkova 2011). Tato nemoc
postihuje predevsim mladé lidi ve véku 20-40 let, Zeny dvakrat ¢astéji nez muze. Piesnd ptic¢ina
vzniku roztrousené skler6zy neni zcela jasnd. Védci se domnivaji, Ze je zpisobena kombinaci
genetickych a enviromentalnich faktorti (Horakova 2011; Sladkova 2015).

Ptiznaky onemocnéni jsou velmi riiznorodé, zéalezi na lokalizaci demyelinizacni 1éze
v CNS. Symptomy maji velmi Casto tendenci ke spontanni regresi, coz miize mit za nasledek
pozdéjsi stanoveni diagnozy, vétSinou az kdyz se ptidaji dalsi klinické projevy. Mezi typické
pfiznaky patii napiiklad zanét oc¢niho nervu, ktery se podle rozsahu miiZe projevit ,jen*
zhorSenim vidéni, zamlzenim obrazu rizného stupné, vypadkem zorné¢ho pole ¢i poruchou
barevného vidéni (Sladkova 2015; Kumar et al. 2021). V né¢kterych ptipadech muze tento
symptom skoncit az ztratou zraku. Dal§im piiznakem mutize byt porucha hybnosti, kdy opét
muze dojit na nejhor$i, tedy uplnou paralyzu. Sexudlni disfunkce jsou rovnéz velmi
frekventovanou poruchou. Pacienti si také nezfidka stézuji na tnavu, poruchy
s vyprazdiovanim ¢i bolest kdekoli po téle (Sladkova 2015).

Podle Corey-Bloom et al. (2012) je u roztrouSené sklerozy je velmi dulezita véasna
diagnostika, kterd razantné zpomali progresi neurologického deficitu a aktivitu onemocnéni.
Pacientim s tézkou formou roztrousené sklerézy v nékterych ptipadech dostupné léky
nezabiraji. Vyzkum mél sledovat vyvoj roztrouSené sklerdzy a spasticity u 30 pacientt. Studie
byla kontrolovéana placebem a potvrdila snizeni symptomu a bolesti u pacientd, ktefi uzivali
konopi.

Giacoppo et al. (2017), kteti se zabyvali u¢innosti a bezpecnosti 1é€by piipravkem
Sativex, kde jsou hlavni aktivni slozky kanabinoidy THC a CBD, uvadgji, ze lze pacienty
s tézkou spasticitou, kterd je spojena s roztrousenou sklerézou, 1é¢it praveé timto ptipravkem.
Pacienti, ktefi uzivali Sativex, hlasili zlepSeni svych ptfiznakl, v€etné sniZeni svalové ztuhlosti,
bolesti a zlepSeni kvality spanku. Ptipravek byl navic pomérné dobte snasen, nezadouci uinky
hlasil praimérné jen jeden pacient z deseti. NejcastéjSimi vedlej$imi G¢inky byly napiiklad
zavraté, nava, uzkost, zacpa nebo prijem ¢i bolest hlavy. K uplnému potvrzeni zjisténi bude
vSak zapotiebi rozsahlejSich a dlouhodobéjsich studii.

3.5 Konopi (Cannabis spp)
Systematicky konopi patii do celedi kopfivotvaré (Urticales), celedi konopnaté

(Canabinaceae). Hlavnim kanabinoidem s psychotropnim ucinkem je tetrahydrokanabinol
(THC) (Koren et al. 2020). Podle odbornych botanickych zdrojii existuje konopi bud’ jeden
druh — (Cannabis sativa) s riznymi poddruhy a varietami, nebo tii samostatné druhy — konopi
seté, konopi indické (Cannabis indica) a konopi rumistni (Cannabis ruderalis) (Chandra et al.
2017; Landa et al. 2020).

3.5.1 Botanika konopi
Konopi je dvoudomé, to znamenad, ze jsou rozliSeny samic¢i a sam¢i kvéty. Samci rostlina

byva vy$§i a méné robustni nez samici (Obrazek 2) (Small 2015). Kanabinoidnich latek
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obsahuji samci zanedbatelné mnozstvi. Toto malé mnozstvi lze nalézt piedevsim v listech,
stoncich a v pylu. Hlavnim tkolem samct konopi je opylovat sami¢i kvéty. Samci se diky své
délce péstuji piedevsim na vlakno. Pokud je konopi péstovano za ticelem jeho psychotropnich
ucinki, samci se zamérné a systematicky odstranuji (Chandra et al. 2017).

Samici kvéty tvoii hust€ olisténé kratké slozité hrozny, které jsou rozlozeny v horni ¢asti
rostliny v nékolika vrstvach a tvoii tzv. palice. Tyto vrcholky samiéiho kvétenstvi jsou znamé
pod nazvem marihuana a pryskyfice, ktera vznika na vrcholcich, se nazyva hasis. Pokud dojde
k opyleni, v kvétech (palicich) se za¢nou tvofit semena. Samice tak ztraci veskerou pryskyfici,
coz je zhlediska péstovani konopi pro kanabinoidy nezadouci. V praxi jsou vyuzivana
napiiklad geneticky upravena semena, ze kterych téméi vzdy vyroste samici rostlina. Timto
zpusobem péstitel predchazi nezadoucimu procesu opyleni (Small 2015; Punja & Holmes
2020).

Obrazek 2: konopi seté, A: kvetouci sam¢i rostlina, B: plodici sami¢i rostlina, C: shluk saméich kvéta,
D: plod (nazka) obklopen listenem, E: pohled na Sirokou plochu nazky, F: pohled na uizkou stranu nazky, G: pestik
se semenikem a dvéma bliznami, H: pestik obklopen mladymi listeny; (Small 2015).

3.5.2 Historie konopi
K domestikaci konopi doSlo pied nékolika tisici lety. Bylo tak jednou z prvnich

domestikovanych rostlin. Uz ve starovéku bylo vlakno vyuZivano naptiklad pro vyrobu oSaceni
nebo papiru, dale (krom¢ psychoaktivniho uc¢inku) bylo konopi uplathovano pii 1écbe
somatickych onemocnéni, jako je napiiklad bolest hlavy, horecka, bakterialni infekce, prijem,
revmatické bolesti, malarie (Pollastro et al. 2018; Crocq 2020).

Ptestoze je konopi plivodem z Asie, v Indii vznikla takzvana ,,konopna kultura®. UZivani
konopi tam ma velkou tradici, ktera pietrvavd dodnes. Tato rostlina byla identifikovana jako
jedna z péti posvatnych indickych rostlin v¢lenénych do zaklada hinduistického i budhistického
nabozenstvi. Rostlina byla pouzivana piedev§im k odstranéni uzkosti, odstranéni bolesti
(Crocq 2020).
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V dnesni dobé¢ je konopi hojné vyuzivano naptiklad v potravinafstvi, farmacii, textilnim
primyslu, ovsem diky jeho potencidlnim psychotropnim ucinkiim je jeho pouziti legislativné
upraveno jak v Ceské republice, tak ve svété (Chandra et al. 2017; Landa et al. 2020).

3.5.3 Legislativa konopi
V Ceské republice zdkon uklada, Zze péstovani rostliny s obsahem > 0,3 % (sucha

hmotnost kvétenstvi) THC je mozné pouze pro 1é¢ebné ucely. Pokud je rostlina s obsahem
THC > 0,3 %, péstitel je povinen takovou skutecnost nahlésit nebo musi pozadat o péstebni
licenci. Péstovani technického konopi bylo kolem 90. let v nékterych zemich povoleno, oproti
tomu indické konopi somamnymi ucinky je zvelké casti zakazdno a péstovani
potirano (Miovsky et al. 2008). Pro udé€leni povoleni péstiteltim konopi na vldkno Evropska
unie pozaduje, aby celkové mnozstvi THC nepiesahlo 0,2 % (sucha hmotnost kvétenstvi)
(Backer et al. 2012). Nékteré zemé rekreacni uzivani povoluji. Pfikladem takovych zemi jsou
Uruguay ¢i nékteré staty USA. Uzivani konopi pro rekreacni Ucely je de facto povoleno
I v Nizozemsku, existuji vSak podminky, za jakych k uziti muze dojit. Legalizace konopi
s sebou jisté nese mnoha uskali, na druhou stranu ma velmi pozitivni vliv na rozsifeni vyzkumi

-----

3.6 Latky v konopi s antioxidaéni a protizanétlivou aktivitou

Konopi obsahuje cetné biologicky aktivni slouceniny, které se fadi jak do primérnich, tak
do sekundarnich metaboliti (Zielonka et al. 2020). Primarni metabolity vznikaji v organismu
pfi zékladnich metabolickych procesech (syntéza proteint, sacharidd, lipidi a nukleovych
kyselin). Tyto latky jsou produktem béZnych metabolickych drah a jsou pro rist, vyvoj a pieZiti
organismu esencidlni. Prikladem latek, které se fadi do primarnich metabolitd, jsou
aminokyseliny, mastné kyseliny, cukry, nukleotidy. Sekundarni metabolity organismus
produkuje jako latky pro specifické ucely, do kterych fadime ochranu proti predatortim,
regulace ristu a vyvoje ¢i komunikace s jinymi organismy (Saurabh et al. 2015).

Konkrétné v konopi neni role sekundarnich metabolitti zcela objasnéna, ovSem v piipadé
kanabinoidi se ptfedpokladd funkce ochranna proti Skidclim, vysychdni, nemocem
a ultrafialové radiaci (Glilck & Moller 2020). K sekundarnim metabolitim konopi fadime
kanabinoidy, sterbenoidy, flavonoidy, lignany terpenoidy a alkaloidy (Zielonka et al. 2020).

Konopi obsahuje mnoho biologicky aktivnich latek a divodem, pro¢ se konopi stalo
predmétem takového zajmu, je fakt, Ze tento rod rostlin jako jediny na svét€ obsahuje chemicke
latky zvané fytokanabinoidy (Zielonka et al. 2020).

3.6.1 Kanabinoidy
Tuto skupinu chemickych latek nékteré zdroje oznacuji za ,,rostlinné jedy*. ProtoZe se

mezi kanabinoidy fadi i synteticky pfipravené latky, mohou byt kanabinoidy rostlinného
puvodu nékdy nazyvany jako fytokanabinoidy (Milfortova 2010). Tyto slouceniny jsou tvoieny
dvéma hlavnimi skupinami, a to jsou kanabinoidy a terpeny (Zielonka et al. 2020).

Konopi miize mit Gi¢inky jak sedativni, tak i stimulaéni nebo i halucinogenni. Ve zavisi
na davce, konkrétni rostling, psychické pohodé uzivatele a okolnich podminkach. Projev
stimulacnich ucinki vSak nemusi byt pouze pozitivni a muze uzivatele privést i k pocitu
uzkosti, zmatenosti az deprese (Landa et al. 2020). Halucinogenni u¢inek se mize projevit jako
zvysené smyslové vnimani ¢i mirné halucinace, tento efekt ale neni Casty a vétSinou je zapotiebi
vétsich davek kanabinoidi (Chandra et al. 2017). Na rozdil od jinych psychoaktivnich rostlin
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kanabinoidy nepatii do chemické skupiny alkaloidt, a pravé to déla konopi vyjimecnym
(Zielonka et al. 2020). Tyto chemické slouceniny jsou specifické tim, ze jsou rozpoznavany
endokanabinoidnim systémem (Kendall & Yudowski 2017; Zielonka et al. 2020).

3.6.2 Endokanabiodni systém ECS a jeho receptory
Edokanabiodni systém neboli ECS je komplexni systém bunééné signalizace a je

ptitomny u vSech vyssich Zivocichi véetné ¢lovéka. Jedna se o jeden z klicovych regulacnich
mechanismd, které fidi rizné udalosti, jako je napfiklad nalada, vnimani bolesti, u¢eni a pamét’
(Milfortova 2010). Je vyuzivan naptiklad k regulaci hladiny hormont, télesné teploty, spanku
a dalSich. Ma vliv na celou fadu zivotnich funkci vcetné ptijmu potravy nebo rozmnozovani.
Podili se na udrzeni homeostaz lidského téla. Pomdha organismu se vyrovnavat se stresem
a uzkosti. ECS spolupracuje s centralni nervovou soustavou a provadi retrogradni signalizaci
(Kendall & Yudowski 2017).

ECS produkuje neurotransmitery, které se nazyvaji endokanabinoidy. Tyto latky se vazou
na specifické kanabinoidni receptory a jejich prostfednictvim ptisobi na organismus. Na rozdil
od fytokanabinoiudi maji endokanabinoidy zcela odlisné chemické slozeni, ale puisobi také
prostiednictvim endokanabioidniho systému (Milfortova 2010; Kendall & Yudowski 2017).
Z chemického hlediska jsou endokanabionidy lipidické latky, které jsou odvozené od kyseliny
arachidonové. Tato kyselina je pro ¢loveéka esencidlni latkou, kterd se fadi k nenasycenym
mastnym Kyselinam, jez tvoti fosfolipidy bunéénych membran. Endokonabinoidy se nachazeji
témet ve vSech Castech mozku, kde jsou syntetizovany a uvolfiovany pfi stimulaci neuront.
Jednim z nejznaméjSich endokanabinoidd je anandamid (Obrazek 3) (Radl 2021).

Obrazek 3: strukturni vzorec anandamidu; (Milfortova 2010).

Farmakologické ucinky kanabinoidli se zvelké Ccasti projevuji prostiednictvim
specifickych kanabioidnich receptorii. Tyto receptory jsou soucasti endokanabioidniho
systému. Existuji dva typy endokanabinoidnich receptord CB1a CB: (Kendall & Yudowski
2017). Pokud se kanabinoid navaze na CB1 nebo CB2 receptor, mohou vzniknout riizné ucinky
Vv z&vislosti na mnoha faktorech. Proto jsou tyto receptory dilezitymi cili pro 1écebné tcely.
Kanabinoidni receptory existuji v riznych organech vcetné kuze, jejich koncentrace je ale
soustfedéna predevsim na mozek (Radl 2021).

Receptory CB1 jsou v hojném zastoupeni v nékterych oblastech mozku, jako naptiklad
v mozkové kiife, hippocampu, bazdlnich gangliich, mozec¢ku a mozkovém kmeni. Tato mista
v mozku jsou zodpovédna za emoc¢ni homeostazu, pamét’, vniméni bolesti, smyslové vnimani,
posturalni kontrolu a dalsi funkce mozku. Receptory CB: se vyskytuji pfedevsim v perifernim
nervovém a imunitnim systému. Ackoli je jejich uloha stale predmétem zkoumani, predpoklada
se, ze zprostiedkovavaji imunologické ucinky kanabinoidi (Kendall & Yudowski 2017).
Z farmakologického hlediska se diky tomuto ptsobeni kanabinoidy stavaji slozitym, ale
zajimavym tématem a predmétem k dal$im studiim. Kanabinoidy jako THC, CBD, THCA patii
mezi nejvice studované kanabinoidy, které se v rostliné konopi vyskytuji (Radl 2021).
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3.6.3 Tetrahydrokanabinol THC
THC (Obrazek 4) je hlavni Ginnou slozkou a nejvyznamnéjsi latkou z hlediska

biologické aktivity, ktera se vyskytuje v konopi. Nejvice THC, piiblizné 10-12 %, je
Vv kvétenstvi, 1-2 % v listech, 0,1-0,3 % ve stoncich a jesté méné je v kofenech (Jin et al. 2020).
Celkovy obsah THC se v rostliné méni podle riiznych vyvojovych stadii. Pti klieni je obsah
minimalni, pfed zacatkem kvétu se obsah THC navysi a je stabilni po celou vegetativni fazi
pfed objevenim kvétd. K dalSimu vyraznému navyseni dochazi v pribéhu reprodukéniho
stadia, maxima poté rostlina dosdhne kratce po odkvétu. Nasleduje pokles obsahu THC, ktery
je povazovan za pocatek starnuti rostliny (Backer et al. 2012). Mnozstvi kanabinoidil
Vv kvétenstvi se pohybuje od minimalniho mnoZzstvi pod 1 % aZ po velmi silné konopi o obsahu
30 % (Jin et al. 2020).
Podle celkového THC a celkového CBD se rozeznavaji tfi hlavni chemotypy (chemické
fenotypy) konopi:
e Chemotyp I.: ,,Drogovy typ* obsahuje velké celkové mnozstvi THC — vice, nez 0,3 %
a nizky obsah CBD — mén¢, nez 0,5 % v hmotnosti suchého kvétenstvi. Tento fenotyp
je nejzadané;jsi, co se tyka psychotropnich t¢inkd.
e Chemotyp Il.: ,,Meziprodukt* obsahuje vysoké mnozstvi celkového CBD a stfedni az
vysoké mnozstvi THC. Pomér mezi témito latkami je vétSinou velmi vyrovnany
S mirnou pfevahou CBD.
e Chemotyp Ill.: ,Nedrogovy typ“ obsahuje pifevazné mnozstvi CBD a obsah THC
obvykle nizsi nez 0,3 % v hmotnosti suchého kvétenstvi. Tento fenotyp se vyuZziva
pii péstovani konopi pro CBD a pii péstovani technického konopi (Backer et al. 2012).

Gaffal et al. (2013) provedli studii u¢inku THC na protizanétlivou aktivitu, konkrétné
in vivo u mysi a in vitro na mys$ich bunkach kostni difené. V obou pfipadech byla vyvolana
alergicka kozni dermatitida. Toto zanétlivé onemocnéni se na klizi projevuje zarudnutim,
svédénim v misté kontaktu s alergenem. Vysledky ukézaly, ze aplikace THC snizila zanét
uobou typii experimenti. THC inhiboval produkci prozanétlivych proteinli (cytokini
a chemokinil), coz zanét klize omezilo. Tento poznatek je dalezity napiiklad pro budouci
vyuziti kanabinoidi pro 1é¢bu nejen koZnich zanétlivych onemocnéni.

OH
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O

Obrazek 4: strukturni vzorec THC; (Chandra et al. 2017).
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3.6.4 Kanabidiol CBD

Kanabidiol, dale jen CBD (Obrazek 5), se také vyskytuje téméf ve vSech odradach
konopi, ato od velmi nizkych hodnot az po zhruba 95 % ptitomnych kanabinoidd. Na rozdil od
THC vsak nevykazuje zadné halucinogenni ucinky. Stejné jako u THC zavisi i obsah CBD na
konopném chemotypu. Obecné se obsah CBD v rostliné pohybuje pfiblizné od minimalniho
mnozstvi pod 1 % az po pfiblizn¢ 15 % (Backer et al. 2012).

V nékterych studiich byl prokdzan potencidl CBD putsobit antiepilepticky, antioxidacné,
napiiklad posttraumaticky stres, problémy se spanim, uzkosti, psychdzy, zmény nalad. Dalsi
studie naznacuji, ze CBD muze snizovat navykové ucinky nckterych zneuzivanych drog.
Pacienti s Parkinsonovou chorobou také hlasili zlepSeni kvality Zivota a spanku pii uzivani této
latky. V zavéru té€chto studii je konstatovano, ze CBD lze pouzit na Siroké spektrum
terapeutickych U¢inkd, véetné neuroprotektivnich, ovSem je potieba provést dalsi studie na
vetsim poctu lidi pro podrobnéjsi informace (Leweke et al. 2012; Elsaid et al. 2019; Karlickova
2019).

V posledni dobé se t&€si velké oblibé nejriznéjsi vyrobky z CBD, velmi populdrni jsou
konopné oleje. Jedna se o extrakty z konopnych odrid s vysokym obsahem CBD a nizkym
obsahem THC. Pokud je obsah THC skute¢né nizky, jsou tyto vyrobky legalni. Extrakty
obsahuji mensi desitky procent CBD. Doporucuji se pro lepsi spanek, regeneraci a relaxaci
(Karlickova 2019).
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Obrazek 5: chemicka struktura CBD; (Karli¢kova 2019).

3.6.5 THCA
Tetrahydrokanabinolovd kyselina (Obrazek 6), tedy THCA, je kyseld forma THC

a zaroven je jeho nepsychoaktivnim prekurzorem. THCA se na THC méni béhem procesu
suSeni ¢i pti dekarboxylaci. Dekarboxylace nastava, kdyz je rostlinny material vystaven vysokeé
teploté okolo 110 °C (Iffland 2016).

Carmona-Hidaldo et al. (2021) provedli studii, ktera zahrnovala in vivo testy na
bunécnych liniich, kde byla zkoumana antifibroticka aktivita THCA. Fibrdza je zmnoZeny stav
tkané v disledku hojivého procesu po zanétu, zranéni ¢i reparativni reakce na jiné podnéty.
Dale studie obsahovala in vivo zvifeci modely mysi, u kterych byl vyvolan zanét jater. Bylo
zjisténo, ze THCA vyznamné snizil fibrozu i vyvolany zanét. V této studii THCA snizilo
infiltraci T-lymfocytd a makrofagl, tyto imunitni bunky se mohou podilet na zanétlivych
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procesech v jatrech a sniZeni jejich infiltrace a soucasné snizeni zanétu mize byt indikatorem
slibné ambice pro vyuziti v 1é¢be jaternich onemocnéni (Carmona-Hidaldo et al. 2021). Jina
studie potvrdila antioxida¢ni charakter této latky, ktery by mohl pomoci chranit bunky pied
volnymi radikaly (Dawidowicz et al. 2021).

Obrazek 6: chemicka struktura THCA; (Dawidowicz et al. 2021).

3.6.6 Terpeny v konopi
Terpeny jsou uhlovodiky slozené z izoprenovych jednotek. Tvofi jednu z nejvétSich

skupin rostlinnych sloucenin, jen v konopi se jich nachazi n¢kolik desitek. Jsou lipofilni
a snadno prochézeji fosfolipidovou membranou (Kaczorova et al. 2020). Terpeny jsou
klasifikovany podle poctu opakujicich se péti uhlikatych stavebnich jednotek zvanych
monoterpeny a sekviterpeny. Monoterpeny obsahuji dvé molekuly a sekviterpeny tfi molekuly
izoprenu (Sommano et al. 2020).

V rostlinach jsou zodpovédné za mnoho biologickych funkci, naptiklad se podileji na
funkci a struktufe membran, odolnosti, vyvoji a ochrané. Také se podileji na fotosyntéze.
Typickou vlastnosti pro terpeny je jejich tékavost. Jsou soucasti silic z konopi a jejich produkce
probiha stejnymi zlazami, jakymi se produkuji kanabinoidy. Vzhledem k tékavosti je znacna
¢ast terpentl piitomna jen v Cerstvé rostliné. Kolem 140 terpent v konopi je zodpovédnych za
typickou konopnou viini, 17 nejbéznéjSich terpeni 1ze pouzit k hodnoceni fenotypickych nebo
biologickych vlastnosti odrid (Kaczorova et al. 2020). Nejhojnéji zastoupenou skupinou
terpenoidt v konopi jsou monoterpenoidy, dominuje pfedev§im myrcen, pinen, limonen
a terpinolen (Chandra et al. 2017; Kaczorova et al. 2020).

3.6.7 Limonen

Limonen (Obrazek 7) je jednim z nejbézné&jsich terpentt v ptirod¢€. Je hlavni slozkou
nékolika citrusovych oleji  (pomerancovy, citronovy, mandarinkovy, limetkovy,
grapefruitovy). Obecné je uzndvan jako bezpecny, a tak jej lze nalézt v béZznych potravinach
(Ravichandran et al. 2018).

Zminény monoterpen je dale hojn€ studovan pro svou antikancerogenni aktivitu.
Limonen se ukazal jako dileZity nastroj v prevenci a 1é¢bé nadorového onemocnéni, mohl by
tak poslouzit jako dopln€k k souc¢asnym lé¢ebnym postupiim. Vysledky vyzkumu ukazuji, Ze
limonen je schopen zlepsit G¢innost 1é¢by nadorového onemocnéni a zpomalit nebo dokonce
zastavit rust nadort. Z tohoto divodu by mohl byt perspektivnim pfirodnim nastrojem Vv boji
proti této nemoci. Jeho vyzkum by mél byt dale podporovan a rozvijen (Aratjo-Filho et al.
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2021; Kamran et al. 2022). Dalsim pfiznivym t¢inkem limonenu je jeho protizanétlivy efekt,
ktery lze aplikovat naptiklad pti péci o plet’ v piipad€ riznych koznich problémd, jako je akné
nebo atopicky ekzém. V disledku schopnosti potlacovat bakterie zplsobujici akné muze
limonen snizit zanét v téle a tim pomoci potladit zarudnuti, svédéni a podrazdéni pokozky, coz
jsou ¢asté ptiznaky koznich problémd. (Yoon et al. 2010; Zielonka et al. 2020).

Bylo prokazano, Ze limonen snizuje Uzkost u mys$i prostiednictvim serotoninovych
receptort (Zielonka et al. 2020). Serotonin je hormon nervové tkané, ktery patii mezi zakladni
prenasece nervovych vzruchti. Pokud mame v téle téchto ptfenasect malo, dochazi ke snizeni
pienosu nervovych vzruchti. To ovliviiuje pocit tizkosti a deprese (Cowen & Browning 2015).
Nékteré studie ukazuji, ze by limonen diky svym vlastnostem mohl mit antidepresivni t¢inky,
nicméné je tieba provést dalsi studie k potvrzeni (Zielonka et al. 2020).

Obrazek 7: chemicka struktura limonenu; (Morehouse et al. 2017).

3.6.8 Pinen

DalSim hojné zastoupenym monoterpenoidem je pinen (Obrazek 8), ktery ma mimo jiné
bronchodilataéni u€inky, coz znamend, Ze miZe pomoci rozsifit dychaci cesty a usnadnit
proudéni vzduchu. To ho €ini uZite¢nym pii 1é€be€ riznych onemocnéni dychacich cest, jako je
napiiklad astma (Hou et al. 2019; Zielonka et al. 2020). Experimentalni studie také naznacuji,
7ze vykazuje antioxida¢ni, antimikrobidlni a cytotoxickou aktivitu a mohl by byt slibnou
protinadorovou latkou. Pinen mé potencial byt terapeutickym prostfedkem naptiklad pro 1é€cbu
rakoviny prostaty (Zhao et al. 2018; Hou et al. 2019). Ukazuje se, Ze protinadorové u¢inky
pinenu zarhnuji riizné mechanismy. Kromé jiz zminénych je to naptiklad regulace progrese
bunééného cyklu ¢i stimulace apoptdzy, coz je programovana bunééna smrt (Hou et al. 2019).

Obrazek 8: chemicka struktura pinenu; (Allenspach & Steuer 2021).
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3.6.9 Myrcen
Myrcen (Obrazek 9) je dalsi piirodni organickou slou¢eninou, ktera se mimo konopi

bézn¢ vyskytuje v aromatickych rostlinach, jako naptfiklad Vv tymianu, chmelu, mangu
¢i citronové trave (Baron 2018). Tento monoterpen je jednim z nejhojnéji zastoupenych terpent
anxiolytické a analgetické u€inky. Soudi se, Ze tato latka ma podobny mechanismus na snizeni
bolesti jako opioidy. Nékteré studie naznacuji, ze pusobi také jako svalovy relaxant,
hypnotikum a sedativum (Baron 2018; Zielonka et al. 2020). Hoseini et al. (2020)
a Khalili et al. (2020) potvrdili, Ze myrcen potlacuje oxidacni stres u kapra obecného
(Caprinus carpio).

Z

Obrazek 9: chemicka struktura myrcenu; (Behr & Johnen 2009).

3.6.10 Karyofylen

Karyofylen patii do dalsi pocetné skupiny terpent, ktera se nazyva sekviterpeny. Jednim
Z nejvice zastoupenych sekviterpenil je pravé karyofylen (Obrazek 10) (Gertsch et al. 2008;
Kaczorova et al. 2020). Kromé& konopi se karyofylen nachazi napiiklad v oreganu
(Origanum vulgare), skotici (Cinnamomum spp.) nebo v ¢erném pepii (Piper nigrum). Bylo
prokézéno, ze karyofylen je agonista kanabinoidniho receptoru CB». Jedna se tak o prvni
dokézanou latku (mimo kanabinoidy) ptisobici na tyto receptory. Karyofylen se diky svému
pikantnimu aromatu, které se podoba ¢ernému pepfi, Casto vyuziva v potravinarstvi, naptiklad
Vv kofenicich smésich ¢i marinddach. Mize byt také ptidavan do kosmetickych vyrobku
(Gertsch et al. 2008).

Predpoklada se, ze z evolu¢niho hlediska je karyofylen v rostliné syntetizovan kvili
obrang rostliny. Na jedné strané ma schopnost ptitahovat predatory (herbivory), na stran¢ druhé
odpuzuje samotné herbivory. Diky tomu slouZzi jako u¢inny obranny mechanismus a pozitivné
pfispiva k riistu a zdravi rostlin tim, ze snizuje poskozeni zpisobené herbivornim hmyzem.
Kromé toho ma karyofylen také potencial byt terapeutickou slou¢eninou, zejména v aplikacich
proti zanétlivym procestim a bolesti (Russo 2011).

25



Obrazek 10: chemicka struktura karofylenu; (Gertsch et al. 2008).

3.6.11 Fenolické slouceniny
Tyto biologicky aktivni slouceniny jsou velmi rozsifenou skupinou sekundarnich

metabolitl, které obsahuji hydroxylovou funkéni skupinu (-OH) vdzanou pfimo na benzenovy
kruh (aromatické jadro). Tyto latky jsou hojné ptitomné v piirodé a mohou byt nalezeny mimo
jiné také Vovoci, zelening, kofeni, kdvé a dalSich potravindch. Fenolické slouceniny
se vyskytuji také v mnoha 1é¢ivych rostlinach (Rosa et al. 2019). Tyto latky maji pfedevsim
antioxidacni vlastnosti a mohou byt uplatnény pii 1écb€ pacientl cytostatiky, pfi alergii,
regulaci krevniho tlaku nebo pii 16€bé neurodegenerativnich onemocnéni. Fenolické latky 1ze
rozd¢lit na fenolové kyseliny, flavonoidy, stilbeny a lignany (Kaczorova et al. 2020).

Flavonoidy
Tyto sekundarni metabolity jsou vSudyptitomné ve vyssich rostlinach. Pfestoze v konopi

byly identifikovany vice nez dvé desitky flavonoidd, pfesna biosyntéza v rostliné neni zatim
zcela objasnéna. Jejich rozmanitost a diverzifikace je velmi uzite¢na pro taxonomické studie.
Flavonoidy jsou distribuovany v riznych extracelularnich a sub-extracelularnich
kompartmentech rostliny, jako jsou naptiklad membrany, chloroplasty, vakuoly a jadro
(Pollastro et al. 2018). Mimo konopi se flavonoidy vykytuji konkrétné naptiklad v ovoci,
zelening, viné ¢i kakau. Nejcastéjsi strukturou spolecnou pro flavonoidy jsou dva aromatické
kruhy, které jsou vzajemné véazany tfemi atomy uhliku a vytvéreji kyslikaty heterocyklus
(Rosa et al. 2019).

Pro konopi je unikatni kannflavin A (Obrazek 11) a kannflavin B. Jedna se o tzv. flavony,
coz je podskupina flavonoidi. Kannflavin je latka, kterd je znama piedev$im pro svou
antioxida¢ni, antimikrobialni a protizanétlivou aktivitu (Pollastro et al. 2018). Studie od Tomko
et al. (2022) byla zaméfena na vyzkum potencialnich protinadorovych efektti kannflavinu A.
Byl zkouman vliv kannflavinu A v koncentraci 0-100 uM na bunky rakoviny mocového
méchyie a také bylo uvazovano o synergickych tcincich cannflavinu A s chemoterapeutiky
a kanabinoidy. Synergicka cytotoxicka ti¢innost byla s gamcitabinem provedena v koncentraci
od 0-100 uM, cisplatinem také od 0-100 uM a s kanabinoidy od 0-10 uM. Vysledek ukazal, ze
zkoumana latka ma tyto uvazované potencialni protinadorové vlastnosti a miZe inhibovat rist
bunék rakoviny mocového méchyte. Kromé toho bylo zjisténo, Ze kombinace kannflavinu A
s chemoterapeutiky, jako je gemcitabin a cisplatin, a s kanabinoidy mtize mit synergické uc¢inky
a zlepsit ucinnost 1é€by. Nicméné jsou potiebné jest¢ dalsi studie, které detailn€ji odhali
ucinnost a bezpecnost kannflavinu A u lidi.
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Obrazek 11: chemicka struktura kannflavinu A; (National Center for Biology 2023).

3.6.12 Alkaloidy
Dalsi skupinou konopnych latek jsou alkaloidy. Tyto slouceniny jsou velmi rozsahlou

skupinou nizkomolekularnich substanci, které maji spole¢né, Ze jsou sekundarnimi metabolity
rostlin a Zivoc¢ichd. Alkaloidy se vyznacuji tim, Ze obsahuji dusik (Kurek 2019). Ptestoze jsou
alkaloidy velmi vyznamnou a V posledni dob¢é hojné studovanou skupinou, jejich plny
biologicky vyznam neni stale zcela objasnén. Mezi jedny z hlavnich a prokazanych funkci
alkaloidu patii obrana rostlin proti herbivorim, jako jsou hmyz ¢i savci (Lowe et al. 2021).
Alkaloidy mohou byt biologicky aktivni, nékteré patii mezi jedy (strychnin, mescalin, ...), jiné
se bézné pouzivaji (kava, pept, nikotin, ...) (Vezikov & Simpson 2022).

Mezi alkaloidy izolované z rostliny konopi patii naptiklad kanabinasativin (Obrazek 12)
nebo anhydrokanabisativin. Tyto latky vykazovaly antiparazitni, antipyretické, antiemetické,
protinadorové, diuretické a analgetické vlastnosti. Kanabisativin a anhydrokanabisativin se
vyskytuji v riznych koncentracich v celém téle rostliny konopi a S jiz zminénymi latkami maji

Obrazek 12: chemicka struktura kanabisativinu
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4 Metodika

4.1 Rostlinny material
Material byl ziskan z Katedry agroenviromentélni chemie a vyzivy rostlin od Ing. Mat¢je

Malika, Ph.D. Rostliny konopi byly vypéstovany uvniti mistnosti s kontrolovanymi
podminkami. Zavlazovani bylo zajisténo pomoci kapénkové zavlahy, za den byla rostlina
zavlazena 9%, a tak se ke kazdé rostlin€ dostalo 846 ml / den Zivného roztoku. Mikroklimatické
parametry zajistovala ventila¢ni jednotka, ktera udrzovala teplotu podle denniho cyklu. Béhem
denni faze 25 °C a v no¢ni fazi byla teplota sniZzena na 22 °C, relativni vlhkost byla nastavena
na 60 %. Atmosféra byla obohacovana CO2, vhodné svételné spektrum bylo zajiSténo pomoci
sodikovych vybojek. Rostliny pouzité v pokusech byly z mate¢nych rostlin genotypu 1écebného
konopi, které neslo pracovni ndzev ,,Mclove®. Pfi péstovani rostlin byly pouzity dvé varianty
vyzivy. Prvni skupina rostlin byla hnojena zékladnim hnojivem s pfidavkem produktu od
Emerald Harvest a druha skupina byla hnojena zdkladnim hnojivem s ptidavkem produktu od
Emerald Goddess a s ptidanim huminovych kyselin.

Konopi bylo sklizeno v rozdilném stupni zralosti, konkrétné v 8. a 9. tydnu, poté doslo
k rozdéleni rostlin do skupin dle zptsobu vyZzivy a dle rozdilnych stupiii zralosti.

Rostliny byly déle rozd€leny na kvéty, stonek a listy, zvazeny v Cerstvém stavu a ususeny.
Listy a kvéty byly uskladnény v chladicich boxech. Pred dal§imi operacemi byly vSechny casti
rostlin zhomogenizovany, nasledné kvéty zmrazeny tekutym dusikem a rozemlety v tieci
misce.

Rozemleté a zhomogenizované kvéty (vCetné listll) byly nasledné macerovany metodou
»dynamické macerace” (Brighenti et al. 2017). Od kazdé¢ho vzorku bylo navdzeno 0,30 g
a pfidano 96 % ethanolu (EtOH). Nasledovala macerace po dobu 60 min za stadlého michani pti
300 otackach za minutu. Smési byly filtrovany ve vakuu pomoci Mortonova filtra¢niho zatizeni
a filtrat byl odebran. Kvéty byly vyjmuty z filtru a smichany s dal§imi 10 ml rozpoustédla
(EtOH). Tento krok se opakoval dvakrat a filtraty se spojily. Alikvoty 0,5 ml kazdého vzorku
byly zifedény 10 ml 96 % EtOH a znovu pftefiltrovany pfes nylonové sttikackové filtry do
lahvicek. Nasledné byly pripraveny extrakty vzorkl na koncentraci 10 mg/ml pro dalsi analyzy,

-----

4.2 Ostatni material

Folin-Ciocalteu ¢inidlo; kyselina gallova; buné¢na linie mysich makrofagh RAW 264.7;
RPMI 1640 medium; glukosa; fetalni bovinni sérum (FBS); neesencidlni aminokyseliny;
peniciil; streptomicin; MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid);
lipopolisacharid (LPS); etanol; 96-jamkové mikrotitracni desticky; kultiva¢ni lahve od
Thermo-Scientific (UK).

4.3 Invitro antioxidacni testy

4.3.1 TPC - stanoveni celkovych fenolickych sloucenin
Ke stanoveni celkovych fenolickych sloucenin bylo pouzito modifikované metody.

Do 96 jamkové desticky bylo treba odpipetovat 100 pl vzorku, nasledné se ptidalo 100 pl
destilované vody a postupné se vzorek pomoci dvojnasobného fedéni nafedil na pozadovanou
koncentraci (z posledni pozice je 100 pl odstranéno). Poté bylo pifidano 25 pl cistého
Folin-Ciocalteu a desticka se nechala 10 minut na orbitalni tfepacce pti 50 rpm/min. Nasledné
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se ptipravilo 75 pl 12 % Na>COs a cela desticka byla inkubovana po dobu jedné hodiny v temnu
pti teploté 37 °C. Absorbance byla métena pii 700 nm. Vysledek byl vyjadren jako ekvivalent
gallové kyseliny.

4.4 Invitro stanoveni protizanétlivé aktivity

4.4.1 Kultivace makrofagi bunécné linie RAW 264.7
Bunécné linie mysich makrofagh RAW 264.7 byly péstovany v médiu RPMI 1640, kde

bylo obsazeno 10 % FBS, 1 % roztok penicilinu a streptomycinu, 1 % neesencialnich
aminokyselin, 2 mmol glutaminu a 2 % gluk6zy. Nasledné byly buiiky péstovany v kultivacnich
lahvich 75 cm? s 15 ml DMEM média, které byly vlozeny do inkubatoru, kde byla fizena
atmosféra 5 % CO2 a 37 °C, bunky byly sklizeny druhy den. Sklizeni bun¢k probihalo druhy
den auvolnény byly pomoci serologické stérky. Nasledné byly bufiky centrifugovany
na odsttedivce a poté bylo odstranéno staré médium a bylo nahrazeno 5 ml nového média. Poté
k 1 ml této smési bylo pteneseno do 9 ml nového média pro dalsi kultivaci.

4.4.2 Inhibice oxidu dusnatého

Buriky nafedéné na koncentraci 1x10° byly pipetovany do 96 jamkové desticky
v mnozstvi 100 100 pl. Desticka byla vloZena do CO2 inkubatoru na 2 hodiny. Po uplynuti dvou
hodin byly ptfidany testované vzorky spolecné s LPS o celkovém obsahu 100 pl. Dosazené
pozadované koncentrace byly 1 — 0,03 % extraktu v mediu spoleéné s 1 pg/ml LPS. Nasledné
pfipravend mikrotitraéni desticka byla vlozena do CO: inkubétoru na dobu 24 hodin.
Po 24 hodinach bylo odebrano 50 pl supernatantu, ktery byl nasledné v nové 96 jamkové
desti¢ce smichéan s 50 pl Griessova €inidla.

Nasledné byla méfena absorbance pti 540 nm. Obsah vysledného NO byl zméten pomoci
kalibra¢ni kiivky dusitanu sodného.

4.4.3 Test cytotoxicity (MTT)
Test toxicity probihal nasledné¢ po testu inhibice NO. Z 96 jamkové desticky bylo

odstranéno médium a ptfiddno nové medium MTT (1 pg/ml) a vloZeno do CO; inkubatoru na
dobu dvou hodin. Nasledné bylo MTT odstranéno a nahrazeno 100 ul DMSO. Absorbance byla
naméfena pi1 555 nm a referencni hodnoté 720 nm. Procento zivotaschopnych bun¢k bylo
vypocteno v porovnani s neoSetienou kontrolou.

4.5 Statistické vyhodnoceni
Zjisténa data byla vyhodnocena jako primér + a smérodatné odchylka, dale byl proveden

t-test pro vicenasobna porovnani s Bonferoniho korekci na hladin€é vyznamnosti p < 0,5.
Linearni korelaéni koeficient (r) byl stanoven mezi metodami TPC a produkci NO. Statistické
vyhodnoceni bylo provedeno v Excelu.
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5 Vysledky
5.1 Vysledky stanovené metodou TPC

Mnozstvi celkovych fenolovych sloucenin bylo uréeno metodou TPC a vyjadieno jako
ekvivalent kyseliny gallové. Nejvétsi mnozstvi fenolovych slou¢enin obsahoval etanolovy
vzorek ¢. 1 s hodnotami 116,74 + 2,88 mg GAE/mI extraktu, druhé nejvétsi mnozstvi téchto
latek mél vzorek €. 4 s hodnotami 77,5 &+ 2,66 mg GAE/ml extraktu.

Tabulka 1: Antioxida¢ni aktivita métena metodou TPC vyjadiena v mg GAE/mI extraktu

TPC (mg GAE/ml extraktu)
Vzorek Pramér + SD
116,74 + 2,88
63,58 + 1,27
72,65+ 0,25
77,05+ 2,66
53,23 +£ 0,63
63,51 +1,81
53,17 + 4,09
56,19+ 1,07
61,83 + 1,67
76,21+ 4,35
Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér mg GAE/ml extraktu + smérodatna odchylka.

5.2 Vysledky stanoveni produkce NO a cytotoxicity (MTT)

V prvni koncentraci 50 ug/ml bylo sedm statisticky vyznamnych vzorkt pro schopnost
sniZzovat produkci NO. Ve druhé koncentraci 25 pg/ml byly statisticky vyznamné tfi vzorky pro
schopnost snizovat produkci NO. Tteti koncentrace 12,5 pg/ml ukézala statisticky vyznamné
tf1 vzorky pro schopnost snizovat produkci NO. Vyznamnost rozdilu mezi jednotlivymi vzorky
byla stanovena pomoci t-testu na hladiné¢ vyznamnosti p < 0,05, vzhledem ke kontrole
s ptidavkem LPS, ktera pfedstavovala 100 % produkce NO.

V Zadném z 10 testovanych extraktii nebyla zjisténa cytotoxicita na buné¢né linii mysich
makrofagh RAW 264.7. VSechny testované vzorky extraktli mély Zivotaschopnost vyS$si nez
90 % oproti kontrole (tab. 2). T= toxické a Zzivotaschopnost < 90 %, N= netoxické
a zivotaschopnost > 90 %.
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% Produkce NO MTT
EtOH EtOH EtOH
Vzorek
50 pg/ml 25 pg/ml 12,5 pg/ml
Primér = SD Primér = SD Primér = SD
1 47,32 £6,53* 74,9 £+ 6,46 87,50 £ 7,52 N
2 59,75+ 1,70* 80,50 + 3,75 96,52 + 6,81 N
3 60,59 £ 7,17* 85,52+ 7,44 98,05 + 4,23 N
4 53,98 + 8,79 78,62 + 8,38 96,88 + 4,72 N
5 57,42 + 8,98 85,89 £ 1,45* 98,20 + 4,55 N
6 56,94 + 8,18 87,81 + 14,31 96,40 + 6,83 N
7 40,20 £ 5,08* 64,86 + 7,16 79,76 + 7,95 N
8 48,51 £9,34* 72,08 £ 3,58* 86,94 + 1,26* N
9 51,32 + 6,88* 78,14 + 5,80 88,83 £2,49 N
10 37,35 +£10,03* 68,27 +£9,33 81,74 + 7,48 N

*statisticka vyznamnost p < 0,05; N —necytotoxicka, T — cytotoxicka koncentrace snizujici zivotaschopnost
makrofagli <90 %.

Vysledky ukazuji, ze u koncentrace extraktu 50 ug/ml méla nejvyraznéjsi schopnost
snizovat produkci NO na bunééné linii RAW264.7. Vzorek €. 10 snizoval produkci NO o vice
nez 62 %, ostatni vzorky se pohybovaly od 59,8 — 40,25 %. Koncentrace extraktu 25 ug/ml
ukazala schopnost snizovat produkci NO od 21,92 % — 14,11 %. Nejmensi schopnost sniZovat

cvwvr
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6 Diskuze

Uzivani a konzumace nejriiznéjsich druhti ovoce, zeleniny, 1é¢ivych rostlin ¢i zivo¢isSnych
zdroji, které maji pozitivni vliv na organismus, jsou datovany prakticky od zacatku civilizace.
Vyjimku netvofi ani konopi. K domestikaci této rostliny doslo jiz pted n¢kolika tisici lety a uz
ve starovéku byla tato rostlina hojné¢ vyuzivana. Z Asie se rozsifila prakticky po celém svéte
a stala se nedilnou soucasti fady domorodych medicinskych systémii. Jesté diive, nez lidstvo
poznalo podrobné;ji sloZeni rostlin, se konopi bézn¢ vyuzivalo pro své zakladni 1€cebné efekty.
Neziidka bylo konopi vyuzivano k 1écbé bolesti, horecky, prijmu ¢i jinych zdravotnich
problému (Pollastro et al. 2018; Crocq 2020).

Také pfi dneSnim zpisobu zivota mnohych lidi najde konopi své uplatnéni. V moderni
spole¢nosti velmi pfevazuje zivot s pfemirou stresu, zne¢isténym zivotnim prostfedim, ¢astou
konzumaci alkoholu, drog ¢i uzivani mnoha ¢k, to vS§e mize byt notnym zdrojem davky VR.
Organismus disponuje pfirozenou ochranou proti témto vliviim. Pokud ale dlouhodob¢ dochazi
K vystavovani organismu nadmérnému mnozstvi VR, dochazi k dysbalanci (Neha et al. 2019).
Dysbalance je dana nerovnovahou mezi tvorbou VR a schopnosti organismu takové latky
neutralizovat. To mize mit za nasledek vznik oxidacniho stresu, ¢imz dochdzi mimo jiné ke
snizeni imunity, poskozeni DNA a vzniku mnoha nemoci. Z tohoto divodu je v poslednich
letech kladen velky diraz na zvySeny pfijem antioxidacnich a protizanétlivych latek, které
pomahaji dysbalanci zvratit a ochranit tak organismus pied vznikem chorob
(Halliwell & Gutteridge 2015).

Chandra et al. (2017) a Zielonka et al. (2020) potvrzuji, Ze k pozitivnim efektim konopi
laické 1 védecké casti spoleCnosti a vzristd pocet védeckych praci, které se zabyvaji touto
tematikou. Piesto stale velké mnozstvi mechanismi neni objasnénych, a tak je potieba provadét
dalsi studie, které pomohou tuto problematiku 1épe pochopit a ptinesou nové dikazy.
konopi a stanoveni nejoptimalngjsi zralosti pro jejich dalsi vyuziti. Rostlinny material
medicinského konopi byl péstovan uvnitf a hnojen dvéma zplsoby hnojeni. Katedra
agroenviromentalni chemie a vyzivy rostlin nam laskavé poskytla extrakty pro testovani,
informace o koncentracich nékterych latek, udaje o hnojeni a péstovani rostlin. Z vysledki je
patrné, ze v tomto pokusu, provedeném na Katedfe agroenviromentalni chemie a vyzivy rostlin,
ovlivnil rostliny spise zptisob hnojeni nez doba sklizné. Sklizen probéhla 8. a 9. tyden
generativni faze, v tomto ptipad€ nemél rozdilny stupeini zralosti vyznamny vliv a lze fici, ze
ob¢ doby sklizn€ jsou optimdlni. Kromé doby sklizné¢ mize mit vliv na obsah antioxida¢nich
latek 1 zplisob hnojeni. To potvrzuje stale vice dukazl, které ukazuji, Ze vyziva rostlin je
hlavnim faktorem ovliviiujicim rist a funkci rostlin, véetn€ vlivu na sekundarni metabolismus
(Bernstein et al. 2019).

Nejvétsi antioxidacni aktivita byla zjisténa metodou TPC u extraktu ¢. 1. Tento extrakt
byl pripraven z rostliny sklizené v 8. tydnu generativni faze a ziven hnojivem Emerald Harvest.
Extrakt ¢. 1 obsahoval naméfené hodnoty 116,74 + 2,88 mg GAE/ml. Dalsi extrakty byly
Vv rozmezi 77,05 — 53,17 mg GAE/ml. Podobnych hodnot dosahovali i Isidore et al. (2021).
Pfi jednom z méfeni vyzkumnici uvedli, ze nejvétsi hodnoty byly okolo 80,4 — 67 mg GAE/g
Z methanolového (MeOH) extraktu. Tato studie dale potvrzuje teorii, ze chemicky profil konopi
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se 1isi také v zavislosti na podminkach péstovani. Uvadi, ze u péstovani stejného kultivaru, ale
Vv jinych lokalitach byl zaznamenan vyznamny rozdil v hodnotach TPC. Po zméfeni jiné odrudy
v dals$i casti jejich pokusu dosahly hodnoty TPC az 125,12 mg GAE/g (extrahovano
v 80% EtOH) (Isidore et al. 2021).

Rostliny na vyrobu extraktu z CZU byly péstovany uvniti. Isidore et al. (2021) testovali
venkovni rostlinny material. Vysledky testt v§ak ukazuji, Ze nebyl vyznamny rozdil v obsahu
fenolickych latek mezi rostlinami péstovanymi uvnitf a rostlinami péstovanymi venku.

Phupaboon et al. (2022) provedli porovnavani macerace a mikrovinné extrakce
s naslednym TPC testem. Bylo zjisténo, ze proces mikrovinné extrakce se zda byt o mnoho
ucinngjsim nez macerace MeOH. Pii maceraci MeOH byl vysledek metody TPC
u 11,3 mg GAE/g, ale pii mikrovinné extrakci dosahoval vysledek az 218.9 mg GAE/g. Dale
byl (po mikrovinné extrakci) metodou TPC méfen i kratom (Mitragina speciosa), jehoz
hodnoty dosahovaly az 306,9 mg GAE/g. Mikrovinna extrakce nabizi fadu dalSich vyhod, jako
jsou kratsi extrak¢éni doba, nizsi spotieba rozpoustédla ¢i mensi riziko degradace, na druhou
stranu konven¢ni macerace ma jednodussi postupy, obsluhu a nizsi naklady na provedeni.

Drinic et al. (2018) provedli metodu TPC, kdy pouzili EtOH v koncentraci od
30 % - 90 %. Jejich dosazené koncentrace byly v porovnani s extrakty z CZU velmi malé,
nejvetsi hodnota byla naméfena u 30% EtOH a dosahovala 10 mg GAE/g. Drinic et al. (2018)
pouzili rostlinny material z instituce pro ekologickou produkci a biodiverzitu, to by mohl byt
davod, pro¢ je vysledek jejich TPC testovani tolik rozdilny. Pravdépodobné pouzili zcela
odlisny zptsob péstovani rostlin (hnojeni, substrat, ochranné prostfedky, ...) a tak byl
zaznamenan markantni rozdil v obsahu celkovych fenolovych sloucenin.

U testu toxicity byly vSechny vzorky negativni. Konopi je brano jako nezavadné a lze ho
konzumovat napiiklad v dopliicich stravy. Navic md mnoho biologicky aktivnich latek
s léCebnym charakterem, a proto neni piekvapivy negativni vysledek cytotoxicity. Metoda
zkoumanych latek. Nejvyznamnéjsi schopnost snizovat produkci NO na bunécné linii vysla
u extraktu ¢. 10 pti koncentraci 50 pg/ml. Konkrétni hodnota inhibice produkce tohoto extraktu
byla 62,65 %. Ostatni koncentrace nebyly tak vyznamné, z toho vyplyva, Ze vzorek se snizujici
se koncentraci snizuje schopnost tlumit produkci NO.

Bor et al. (2006) provedli test produkce NO na bunéénou linii 264.7 pii koncentraci
200 ug/ml u vodnych extrakti lilku vejcoplodého (Solanum melongena). Inhibice produkce NO
dosahovala az 80 % bez znamek toxicity. Bor et al. (2006) spolu s Joo et al. (2014) uvadi,
ze obsah fenolickych sloucenin extraktu muZe korelovat s inhibici produkce NO. V nasem
pokusu vSak vySlo, ze porovnanim vysledki metody TPC a inhibice produkce NO nebyla
prokazana statisticka vyznamnost mezi jednotlivymi udaji. Proto lze fici, ze mezi extrakty
z CZU neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi obsahem fenoli1 a snizenim produkce NO.
Je tak pravdépodobné, ze v inhibici produkce hraji roli také jiné latky, naptfiklad kanabinoidy.
Z vysledku poskytnutych Katedrou agroenviromentalni chemie a vyZzivy rostlin vyplyva,
ze naptiklad koncentrace THCA u vzorku ¢. 10 byla nejvétsi, konkrétné 1,8 mg/ml. To by
mohlo predpoklad o vlivu kanabinoidl podpofit. Jinou moznosti, jak by mohlo dojit ke zvysené
inhibici NO by byla piitomnost dalSich redukujicich latek. Mezi tyto latky patii napiiklad

Vzhledem k tomu, Ze konopi obsahuje téchto dalSich latek malé (nebo zadné) mnozstvi, tak
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ptitomnost kanabinoidl a fenolickych latek (ptipadné terpenti) hraje hlavni roli. Celkové lze
vzorky z CZU (pfedev§im &. 1 a &. 10) hodnotit jako potencialné prosp&sné pro své antioxidaéni

-----

34



[ Zavér

Cilem prace bylo stanovit antioxida¢ni a protizanétlivou aktivitu 10 (EtOH) vzorkt
konopi a stanovit optimalni stupen zralosti. Na zjisténi antioxidac¢ni aktivity in vitro byla
RAWZ264.7 s posouzenim cytotoxicity pomoci MTT.

Stupen zralosti Cannabis spp. ma obecné vliv na antioxidac¢ni a protizanétlivou aktivitu
extraktii. Nicméné prace potvrdila, Ze neni vyznamny rozdil mezi sklizni v 8. a 9. tydnu a Ze
optimalni jsou v tomto piipadé ob¢ varianty.

Vysoky obsah fenolovych slou¢enin mél extrakt ¢. 1, ktery obsahoval
116,74 + 2,88 mg GAE/ml extraktu. Nejvyznamnéj$i schopnost snizovat produkci NO na
bunécné linii vysla u extraktu ¢. 10 pii koncentraci 50 ng/ml. Hodnota inhibice tohoto extraktu
dosahovala az 62,65 % bez znamky cytotoXicity. Bylo potvrzeno, Ze se snizujici se koncentraci
klesa schopnost tlumit produkci NO.

Mezi hodnotami metody TPC a inhibici produkce NO nebyla statisticky vyznamna
korelace, proto vysokou protizanétlivou aktivitu lze pfipsat také jinym sloucenindm, jako
naptiklad kanabinoidim.
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CB4, CB2
CBD
CNS
CR
Czu
DMEM
DMSO
DNA
ECS
EtOH
FBS
GAE
LPS
MeOH
MTT

NK
NO
NOS
RAW264.7
RNS
ROS
RPMI
SD
SOD
THC
THCA
TPC
UK
USA
uv
VR

9 Seznam pouzitych zkratek

endokanabinoidni receptory

kanabidiol

centrdlni nervova soustava

Ceska republika

Ceskéa zemédélska univerzita

dulbecco’s modified eagle’s medium
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

endokanabiodni systém

etanol

fetalni bovinni sérum

kyselina gallova

lipopolysacharid

metanol

kolorimetrickda  metoda  vyuzivajici  mitochondridlni  rozklad
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid na formazan
natural Killer cells

oxid dusnaty

syntaza oxidu dusnatého

bunécné makrofagy

reactive nitrogen species, volné dusikové radikaly
reactive oxygen species, volné kyslikové radikaly
roswell park memorial institute medium
smérodatna odchylka

superoxiddizmutaza

tetrahydrokanabinol

tetrahydrokanabinolova kyselina

total phenolic content, celkova antioxida¢ni kapacita
Velka Britanie

Spojené staty americké

ultrafialové zafeni

volné radikaly
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10 Seznam obrazki a tabulek
Obrazek 1 schéma fagocytozy
Obrazek 2 konopi seté
Obrazek 3 strukturni vzorec anandamidu
Obrazek 4 strukturni vzorec THC
Obrazek 5 chemicka struktura CBD
Obrazek 6 chemicka struktura THCA

Obrazek 7 chemicka struktura limonenu
Obrazek 8 chemicka struktura pinenu
Obrazek 9 chemicka struktura myrcenu

Obrazek 10 chemicka struktura karofylenu
Obrazek 11 chemicka struktura kannflavinu A
Obrazek 12 chemicka struktura kanabisativinu

Tabulka 1 Antioxida¢ni aktivita méfena metodou TPC vyjadiena v mg GAE/mI
extraktu
Tabulka 2 Protizanétliva aktivita vyjadiena v %
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