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Vliv extrakti z konopi na adhesi probiotik v in vitro
modelu

Souhrn

Konopi (Cannabis spp.) je rostlina znama piedevsim pro své psychotropni t¢inky. Mimo
to ma ale i1 spoustu zdravi prospésnych Iékaiskych G¢inkl — vyuziva se pii 1écbé psychickych
onemocnéni a ma prokazané analgetické, antiemetické a antispatické ti¢inky. Doposud vsak ale
neexistuji informace o interakci konopi s probiotiky v travicim traktu, a to hlavné o jeho vlivu
na adhesi probiotickych bakterii. Adhese je nepostradatelnou antipatogenni vlastnosti probiotik,
protoze zabraiiuje patogennim organismim pfilnout ke stfevni sliznici a nasledné kolonizaci
stiev.

Cilem této prace bylo otestovat schopnost vybranych extrakti konopi pochazejicich
z genotypu s pracovnim nazvem ,,McLove* sklizenych v 10. a 14. tydnu zralosti ovlivnit adhesi
probiotickych kmenu L. gasseri, L. plantarum a L. reuteri v in vitro buné¢ném modelu. Ke
stanoveni adhese byly vyuzité bunétné linie Caco-2 a HT29, kdy na 95 % konfluentni
monovrstvu byly ptidany jednotlivé vzorky v testované koncentraci 50, 10 a 3 pg/ml spole¢né
s fluorescencné znaCenymi testovanymi bakteridlnimi kmeny.

Primérné hodnoty adhese se pohybovaly v rozmezi od 45,05 do 127,58 %. Pouze
v 5 pripadech doslo ke zvysSeni adhese. Jednalo se o L. gasseri na Caco-2 linii s extraktem
konopi sklizeného v 10. tydnu o koncentraci 10 pg/ml, L. reuteri na HT29 s obéma extrakty
konopi o shodné koncentraci 50 ug/ml a L. plantarum na obou liniich s konopim z 10. tydne
s totoznou koncentraci 10 pg/ml. Praimémé dochazelo k vyssi adhesi u konopi sklizeného
kdy s rostoucim stafim rostliny klesa i obsah fenolickych latek a terpend.

Z dosazenych vysledku lze tvrdit, Ze hypotéza byla potvrzena, a konopi méa vyznamny
vliv na adhesi probiotik.

Klic¢ova slova: Bakterie mlé¢ného kvaseni; Lactobacillus gasseri; Lactobacillus plantarum;
Lactobacillus reuteri; intestinalni model; fluroscence



The effect of cannabis extracts on the adhesion of probiotic
microorganisms in vitro

Summary

Cannabis spp. is a plant known mainly for its psychotropic effects. However, it also has
many health benefits — it is used in the treatment of mental illness and has proven analgesic,
antiemetic and antispasmodic effects. Nevertheless, there is still no information about
the interaction of cannabis with probiotics in the digestive tract, especially its effect on the
adhesion of probiotic bacteria. Adhesion is an essential antipathogenic property of probiotics
because it prevents pathogenic organisms from adhering to the intestinal mucosa and
subsequent colonisation of the gut.

The aim of this thesis was to test ability selected cannabis extracts from the genotype with
the work title "McLove" harvested at 10 and 14 weeks of maturity to affect the adhesion of
probiotic strains L. gasseri, L. plantarum and L. reuteri in an in vitro cell model. The Caco-2
and HT29 cell lines were used to determine adhesion by adding single samples at the tested
concentrations of 50, 10 and 3 pug/ml together with fluorescently labelled test bacterial strains
to a 95% confluent monolayer.

The average adhesion values ranged from 45.05 to 127.58%. In 5 cases was the adhesion
increased. These were L. gasseri on the Caco-2 line with cannabis extract harvested at week 10
at a concentration of 10 pg/ml, L. reuteri on HT29 with both cannabis extracts at the same
concentration of 50 pg/ml and L. plantarum on both lines with cannabis from week 10 at the
identical concentration of 10 ug/ml. Higher adhesion occurred with the cannabis harvested at
10 weeks than with the 14-week-old cannabis, which is due to the different maturity stage,
where the phenolic and terpene content decreases with increasing plant age.

Achieved results can confirmed that the hypothesis was true, and Cannabis spp. has a
significant effect on the adhesion of probiotics.

Keywords: Lactic acid bacteria; Lactobacillus gasseri; Lactobacillus plantarum; Lactobacillus
reuteri; intestinal model; fluorescence
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1 Uvod

Marihuana, kanabis, trava — v§echny tyto ndzvy jsou alternativnimi pro rostlinu zndmou
predevsim jako konopi seté (Cannabis sativa L.). Konopi je znamé pro své rekreacni vyuZziti,
kdy je vyuzivano jeho psychotropniho efektu, coZ ho ve spousté zemich ¢ini nelegalnim. Ceska
republika neni vyjimkou a jeho péstovani je zde regulovano Zakonem ¢&. 366/2021 Sh.
O navykovych latkach.

Konopi ovSem neni pouze omamna latka, ale i rostlina vyuzivana v ekologii,
agronomii, primyslu nebo v 1ékafstvi. Tato rostlina totiz obsahuje vice nez 1400 pfirodnich
latek, z nichz nejvice prostudovany jsou kanabinoidy A°-tetrahydrokanabinol (THC)
a kanabidiol (CBD). THC ¢lovéku navozuje pocit dobré nalady a halucinace a stava se tak
divodem, proc je na ném clovek zavisly. Je vSak zaznamenano ale i mnozstvi cennych ac¢inki
— analgeticky, antispaticky, antiemeticky a vyuziva se pfi 1écb¢€ depresi, Alzheimerovy choroby
a dalSich. CBD je dal$i vyznamna latka konopi, kterd na rozdil od THC nejevi znamky
psychoaktivnich  0¢inkli. CBD se vykazuje anxiolytickymi, antipsychotickymi,
antischizofrennimi, antiaverzivnimi, protizdnétlivymi, antioxida¢nimi a dal§imi ¢etnymi zdravi
prospéSnymi Ucinky.

V soucasnosti je jiz zndmo mnoho uc¢inkti konopi na lidské zdravi. Doposud se ale nikdo
nezabyval interakci konopi po kontaktu s probiotiky v travicim traktu. Na zakladé dostupnych
studii o vlivu biologicky aktivnich latek na adhesi probiotik na in vitro modely traviciho traktu.
Pfedpokladame tak, Ze i nami testované vzorky konopi budou mit pozitivni vliv na adhesi nami
testovanych kment laktobacilt.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Uzivani 1éCebného konopi mad vyznamny vliv na zvyseni adhese bakterii
mlécéného kvaSeni na buiiky gastrointestindlniho traktu.

Cilem prace je otestovat vybrané extrakty z konopi v rozdilném stupni zralosti na jejich
schopnost ovliviiovat adhesi probiotik v in vitro buné¢ném modelu.



3 Literarni reSersSe

3.1 Travici soustava

Travici soustava je zcela nepostradatelnou soucasti lidského organismu. Zakladni funkci
traviciho traktu je pfijem potravy, jeji rozmélnéni a nasledny transport do organt se schopnosti
Ziviny z potravy travit a absorbovat nebo v opa¢ném piipadé vyloucit (Liao et al. 2009;
Reed & Wickham 2009; Cheng et al. 2010). Dochazi zde také ke zprostiedkovani imunologické
obrany proti pusobeni nezadoucich latek (Cheng et al. 2010).

Vyse zminénych zivotné dulezitych poslani je dosazeno na zdklad¢ funkci jednotlivych
organt gastrointestinalni traktu (GIT) (viz Obrazek 1), a to konkrétné dutiny Gstni, hltanu, jicnu,
zaludku, tenkého stfeva a tlustého stieva (Rehfeld & Nylander & Karnovova 2017 (1)). GIT
je navic doplnén o pomocné travici struktury, kam fadime jazyk, zuby, slinné zlazy, jatra,
Zlu¢nik a slinivku bti$ni (Rehfeld & Nylander & Karnovova 2017 (I1)). VSechny tyto organy
zaujimaji plochu 150-200 m? a plni svoji specifickou funkci. Zuby a jazyk pomahaji
mechanickému traveni potravy. Zaludek a tenké stfevo jsou odpovédné za chemické traveni
zakladnich zivin (sacharidd, lipidi a proteinll) a jejich vstfebavani v nejjednodussi mozné
form¢ jako monosacharidy, mastné kyseliny a aminokyseliny. V tlustém stfevé naopak dochazi
k zahu$téni a zhutnéni potravy a jejimu naslednému skladovani ¢i vylouceni jejich
nestravitelnych zbytkd (Cheng et al. 2010). Tlusté stfevo navic fadime k organtim, které jsou
nejhustéji osidleny stfevni mikrobiotou a ma funkci resorpce vody a elektrolytti a produkce
vitaminu K a B (Tojo 2014).
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Obrazek 1: Travici soustava ¢lovéka (Mariana Ruiz. 2006).



3.2 Strevni mikrobiota

Stievni mikrobiota kazdého jedince je unikatni systém (Behnsen et al. 2013) a ovliviiuje
fadu metabolickych a fyziologickych procest v organismu (Cani et al. 2013; Tojo 2014). Jedna
se 0 funkce souvisejici s vydejem energie a homeostazou organismu, ale miize také napomahat
imunitnimu systému a pisobit jako bariéra proti patogennim organismim a toxickym latkam.
Na zaklad¢ téchto funkci je ¢asto povazovana za aktivné funkéni organ (Tojo 2014). V celém
organismu vcetné GIT dominuje celkovymi pocty mikroorganismi tlusté sttevo, které obyva
piiblizng 101°-10'2 kolonii tvoficich jednotek (KTJ)/ml (Behnsen et al. 2013), coz odpovida
ptiblizné 1,5-2 kg lidské hmotnosti (Tojo 2014). Celkova stfevni mikrobiota pak svymi pocty
piesahuje hodnotu 10** KTJ/ml bakterii (Behnsen et al. 2013). Cely ekosystém disponuje
vysokou rozmanitosti a zahrnuje nejméné 1000 riznych druhti mikroorganismu a predstavuje
vice nez 150x vétsi mnozstvi genti nez lidsky genom (Fruhauf 2017). Nachazi se zde riiznoroda
mikrobidlni populace zahrnujici bakterie, viry (bakteriofagy), houby, kvasinky, methanogenni
Archea a prvoky. Hojné zastoupeny jsou pievazné striktné anaerobni bakterie, kdy se jedna
predev§im o =zastupce z fad Firmicutes, Bacteroides, Proteobacteria, Actinobacteria
a Verrucomicrobia (Tojo 2014).

Osidleni stfev mikrobiotou zac¢ina po porodu jedince. Do té doby je obsah stiev sterilni
(Biasucci et al. 2010; Tojo 2014; Rinninella et al. 2019). Velky vliv na slozeni mikrobioty ma
doba t€hotenstvi, délka a zpusob porodu, vek, antibioticka 1é¢ba, nemocnic¢ni hygiena a typ
vyzivy (Musilova et al. 2015). Dé&ti narozené piirozenou cestou, vaginalng, jsou ihned
kolonizovany organismy vaginalni mikrobioty jejich matky (Biasucci et al. 2010),
s dominujicimi druhy Lactobacillus a Prevotella (Hasan & Yang 2019). Naopak novorozenci
narozeni pomoci cisafského fezu, jsou kolonizovany mikrobiotou vné&jsiho prostiedi (pokozka
matky apod.) a maji nizsi pocet bifidobakterii (viz Tabulka 1) (Biasucci et al. 2010). Kolonizace
stieva laktobacily a bifidobakteriemi u kojenct narozenych cisafskym fezem muze zacit
az po 10 dnech, respektive po 1 mésici (Musilova et al. 2015). Vysoké rozdily v druhovém
sloZeni stfevni mikrobioty kojencii ma na svédomi i zptisob krmeni (Rinninella et al. 2019).
Matky déti narozenych cisatskym fezem maji opozdény néstup laktace, s ¢imz souvisi i nutri¢ni
vliv na stfevni mikrobiotu kojence, kdy nedostate¢né podpotfeni mikrobiomu matetskym
mlékem (Biasucci et al. 2010), tedy nedostatek bifidobakterii a nadmira klostridii
(Musilova et al. 2015), muze vést k dlouhodobym nasledkim (Biasucci et al. 2010), jako jsou
napiiklad chronické poruchy imunity, astma, artritida ¢i zdnétlivd onemocnéni stfev. Strava
téchto kojencti byva casto doplnéna o umélou vyzivou a dominujicimi druhy jejich stievni
mikrobioty jsou Escherichia coli a Clostridium difficile. Naopak u déti kojenych matetskym
mlékem je spatfovana stfevni mikrobiota s rozmanit&j$im a komplexnéj$im osidlenim rodem
Bifidobacterium a soucasné niz§imi poéty jedincd druhu C. difficile a E. coli.
Podle Rinninella et al. (2019) Ize tedy tvrdit, Ze dité, které je kojené vyvazenou mikrobiotou
matetfského mléka a narodilo se vaginalni cestou, je povazovano za zcela zdravé.
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Tabulka 1: Rozdily v mikrobioté na zéklad¢ typu porodu (Biasucci et al. 2012, Hasan & Yang
2019)

Vaginalni porod Cisai'sky fez
Bifidobacterium longum Staphylococcus
Bifidobacterium catenulatum Corynebacterium
Escherichia coli Propionibacterium spp.

Staphylococcus
Bacteroides fragilis

Streptococcus
Prevotella
Lactobacillus

Znacné zmény ve slozeni stfevni mikrobioty jsou zplisobené piechodem na pevnou
stravu. Mikrobiota kojenych déti a déti s krmenych umélou vyzivou zacind od této chvile
dostavat jednotnou podobu. Potraviny s vysokym obsahem vladkniny a sacharidid maji u déti
na svédomi narust zastupci kment Firmicutes a Prevotella, zatimco potraviny s obsahem
zivocisnych bilkovin zptisobi nariist jedinct patficich ke kmenu Bacteroides. Ve véku 1 roku
je détska mikrobiota charakteristicka fadou druhd zahrnujici prevazné Akkermansia
muciniphila, Bacteroides, Veillonella, Clostridium coccoides spp. a Clostridium botulinum spp.
(Rinninella et al. 2019).

Sttevni mikrobiota se stava zcela stabilni pfi dosazeni véku 3 let a zacina se sloZzenim
a rozmanitosti nejvice podobat té dosp€lé. Dominantnimi kmeny mikrobioty dospélého jedince
jsou Firmicutes (Lachnospiraceae a Ruminococcaceae), Bacteroidetes (Bacteroidaceae,
Prevotellaceae a Rikenellaceae), a Actinobacteria (Bifidobacteriaceae a Coriobacteriaceae)
(Tojo 2014). K dalsim vyraznéj$im zménam v rdznorodosti stfevni mikrobioty muze dojit
az U osob starSich 70 let, coZz muze byt ovlivnéno zménami trdveni a vstiebavani zivin
¢i slabosti imunitniho systému (Rinninella et al. 2019).

Stfevni mikrobiota neni ovlivnéna pouze zplisobem porodu, ma na ni vliv fada dalSich
vnitinich a vné&jSich faktorti (Sarkar et al. 2016; Tojo 2014). Zasadni vliv na kvantitativni
I kvalitativni slozeni mikrobioty ma vk, strava, hodnota pH, zptsob Zivotniho stylu, 1é¢ba
antibiotiky (Sarkar et al. 2016) nebo dlouhotrvajici 1é¢ba chronickych onemocnéni (Tojo 2014),
dale také onemocnéni typu obezita, diabetes, autoimunitni onemocnéni a kardiovaskularni
onemocnéni (napt. hypertenze). Na slozeni mikrobioty ma také vliv celkovy imunologicky stav
hostitele, interakce jednotlivych slozek mikrobioty nebo dostupnost fermentovatelného
materialu ve stievech (Hasan & Yang 2019).

Stfevni mikrobiota plni fadu dulezitych funkci, které maji podstatny vyznam pro lidské
zdravi. Velmi dulezitou schopnosti je stimulace imunitniho systému (Biasucci et al. 2010;
Behnsen et al. 2013; Tojo 2014; Derrien et al.2019). Mikrobiota totiz pisobi jako antiinfekéni
bariéra, jelikoz inhibuje pfilnuti (adhesi) patogent, a tak i jejich kolonizaci a produkci
toxickych metabolitd (Biasucci et al. 2010; Behnsen et al. 2013; Tojo 2014; Lazar et al. 2018).
Kromé¢ bariérové funkce je stfevni sliznice U€innd pii asimilaci antigenu, coZ je nezbytné
pro vyvolani specifickych imunitnich odpovédi. Ochrana proti infekénim agens je doplnéna
lymfatickymi  tkdnémi, které jsou povazovany za nejvétsi imunitni  organ
(Markowiak & Slizewska 2017). Nenahraditelnou funkci stfevni mikrobioty je fermentace
rozpustné vlakniny, jejiz vysledkem je vytvofeni mastnych kyselin s kratkym fetézcem
(short chain fatty acids, SCFA), konkrétn¢ se jedna o butyrat, acetdit a propionat
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(Biasucci et al. 2010; Behnsen et al. 2013; Tojo 2014; Lazar et al. 2018). SCFA jsou organické
kyseliny s jednim az Sesti atomy uhliku v acylovém fetézci, jsou rozpustné ve vod¢ a snadno se
vstiebavaji. Pfirozené se nachazi v ovoci, zeleniné a mléénych tucich (Russell 2011). Maji
protizanétlivé ucinky a vyrazn¢ inhibuji proliferaci rakovinnych bunck. Konkrétné butyrat
vyznamné podporuje homeostazu V tlustém stievé, jelikoz tvoii priméarni zdroj energie
prokolonocyty. Mikrobiota GIT se dale podili na tvorbé a skladovani energie
(Biasucci etal. 2010; Behnsen et al. 2013; Tojo 2014; Lazar et al. 2018). Mimo
to je zodpovédna za homeostazu glukodzy a lipidi (Cani et al. 2018). Za zminku stoji rovnéz
syntéza vitaminti B1, B2, B5, B6, B12, K, listové kyseliny a biotinu druhy Bacteroides fragilis
a E. coli (Biasucci et al. 2010; Lazar et al. 2018).

Vsechny vyse zminéné funkce jsou dany mezidruhovou rovnovahou stievni mikrobioty
znamou pod nazvem eubioza. Pti poruSeni eubidzy dochazi k dysbioze, kterd byva klicovym
faktorem pii vzniku infek¢nich i neinfekénich onemocnéni (Lazar et al. 2018). Nerovnovaha
anestabilita se tykd kvantitativnich 1 kvalitativnich zmén ve stfevni mikrobioté,
jeji metabolické aktivity a lokalni distribuce. Casto nasledné dochazi ke gastrointestindlnim
problémuim, kterymi mohou byt zanétliva onemocnéni stiev, kolorektalni karcinom, ¢i syndrom
drazdivého tra¢niku (Tojo 2014). Nedostate¢nad stimulace imunitniho systému mikrobiotou
muze mit pak za nasledek diabetes I. typu, obezitu, aterosklerdzu, atopii, nealkoholické tué¢néni
jater nebo revmatoidni artritidu (Lazar et al. 2018).

Pro napravu dysbiozy, tedy zlepSeni stievniho profilu se vyuzivaji jako soucast lidské
stravy probiotika (Behnsen et al. 2013).

3.3 Probiotika

Probiotika jsou definovédna jako Zivé mikroorganismy, které pii spravném podéavani
poskytuji pozitivni ucinek na zdravi hostitelského organismu (Behnsen et al. 2013;
Singh et al. 2013; Sanders 2018; WHO & FAO 2006).

Eli Metchnikoff, rusky nositel Nobelovy ceny, jako prvni prohlasil, Ze 1ze upravit nasi
sttevni mikrobiotu nahrazenim $kodlivych mikrobd témi uzitecnymi (Behnsen et al. 2013;
WHO & FAO 2006; George Kelly et al. 2018). Spolu s francouzskym védcem
Henrym Tissierem navrhli vyuziti latek produkovanych mikroorganismy jako potravinovy
dopln€k zlepsujici stievni mikrobiotu. Samotny termin probiotikum byl vSak poprvé pouzit
a definovan aZz pozdéji Havenaarem a Huis in 't Veldem (WHO & FAO 2006;
George Kelly et al. 2018).

Utinné probiotikum musi byt bezpetné pro smyslené vyuziti. Bezpecnost probiotik
zahrnuje faktory patogenity, infek¢nosti, virulence zahrnujici toxicitu a metabolickou aktivitu.
Probiotikum je navrZzeno tak, aby spliiovalo schopnost adhese k hostitelské epitelialni tkani,
odolnost viici té€lnim tekutinam a toleranci Zluci, schopnost odstanéni nebo alesponi sniZeni
patogenich organismul, vyrobu prospéSnych latek a zlepSeni slozeni stievni mikrobioty
(Nandyopadhyay & Mandal 2014). Neexistuje vsak zadna konkrétni definice pozadavki
na jejich vyse zminéné vlastnosti nebo schopnost vyrovnat se s aktualni stfevni mikrobiotou
¢lovéka. Neni definovan ani konkrétni zdroj probiotického kmene a sloZeni probiotika
(Sanders 2018). Probiotikum by mélo mit pfiznivy ucinek na hostitele, zaroven by mélo
obsahovat velké mnoZstvi Zivotaschopnych bunék, mélo by pteZit priichod a metabolismus
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ve stfevech, skladovani a pouzivani a soucasné¢ by mélo mit v pofddku senzorické vlastnosti
(Nandyopadhyay & Mandal 2014).

3.3.1 Funkce probiotik

Uzivani probiotik ma cetné pfinosy pro zdravi jedince. Pouzivaji se pii prevenci a 1écbé
nemoci a riznych zdravotnich stava (Biasucci et al. 2010; Singh et al. 2013,
George Kelly et al. 2018). Jedna se ¢asto o vyuziti jejich antidiabetickych, protizanétlivych,
protinadorovych, antialergickych a angiogennich vlastnosti. DalSim z benefiti uzivani
probiotik je vyznamny ucinek na celou centralni nervovou soustavu (CNS) vcetné mozku
(Singh et al. 2013; George Kelly et al. 2018). Casto se také pouzivaji pii snizovani vedlejsich
ucinkl antibiotik, pfi prevenci zubniho kazu a dalSich periodontalnich chorob
(Singh et al. 2013).

Antipatogenni aktivita probiotik je povazovana za jejich nejpifiznivéjsi vlastnost.
Bylo zjisténo, Ze vliv probiotik na druhy Salmonella enterica, Serovar typhimurium
a C. difficile jim umoziuje produkci SCFA, kterymi jsou octova kyselina (acetat), propionova
(propionat), maselna (butyrat) a mlécna (laktat), které slouzi jako ochrana proti patogeniim.
SCFA zarovenl pomahaji udrzovat vhodné pH stiev, které je nezbytné pro produkci
bakteridlnich enzymi. Dal$imi mikrobialnimi latkami produkovanymi probiotiky s témito
prospésnymi G¢inky jsou bakteriociny, ethanol, organické kyseliny, acetaldehydy, peptidy,
diacetyl a peroxid vodiku. Peptidy a bakteriociny se podileji na zvySeni permeability membrany
cilovych bunék, coz nakonec vede az k bunécné smrti. Kromé produkce téchto sloucenin pfimo
ovliviiuji patogeny, jelikoz stimuluji antipatogenni obranné drahy, které produkuji defensin
(George Kelly et al. 2018) a soucasné s nimi soutéZi o vazebné misto, které pro patogeny slouzi
jako zdroj Zivin a rstu (Behnsen et al. 2013; Singh et al. 2013; George Kelly et al. 2018).

Probiotika jsou hojné vyuzivana pii 1é¢bé antibiotiky (Ubeda & Pamer 2012). Terminy
probiotika a antibiotika pochdzi z feCtiny a daji se volné prelozit do CeStiny jako fraze
,»pro zivot®, resp. ,proti zivotu“ (WHO & FAO 2006; Behnsen et al. 2013;
George Kelly et al. 2018). Podavani antibiotik je zodpovédné za zménu slozeni stfevni
mikrobioty a tim 1 ovlivnéni imunitniho systému vedouci v nékterych piipadech
az K nepfiznivym 0¢inkiim na zdravi. Antibiotickymi zménami v mikrobiot¢ mohou byt
podporovany virové a bakteridlni infekce nebo alergie. Nékteré ze zmeén v mikrobioté a imunité
zpiisobené pouzivanim antibiotik lze obnovit pravé podanim probiotickych bakterii
nebo bakterialnich ligandu (Ubeda & Pamer 2012).

Antidiabetickd aktivita probiotik se da vysvétlit tim, Ze ve stfevni mikrobioté neni
optimalni pomér po¢ti mezi kmeny Bacteroidetes a Firmicutes, coz koreluje s koncentraci
glukozy v krevni plazmé. Tyto zmény v mikrobiomu zaroven zvySuji invazi oportunnich
patogent, které jsou odolné oxida¢nimu stresu a jsou schopné redukovat sulfaty a inhibovat
rust bakterii produkujicich butyrat (George Kelly et al. 2018).

Crohnova choroba a ulcerézni kolitida patii k nejcastéji indikovanych chronickym
zanétlivym onemocnénim stiev (IBD). Na zakladé cetnych vyzkumi bylo zjisténo, Ze velkou
roli vtéchto onemocnénich ma opét nerovnovaha stievni mikrobioty (Tojo 2014,
George Kelly et al. 2018). Jsou prokazany kvalitativni i kvantitativni zmény ve slozeni
mikrobioty. Jednd se piedev§im o ztrdtu anaerobnich bakterii, do€asnou nestabilitu
s nadmérnym ¢i naopak nedostatecnym zastoupenim nékterych druhti. Pii ulcerdzni kolitidé byl

13



zjistén nadbytek bakterii z rodu Desulvibrio, ktery ma schopnost generovat sulfidy. Crohnova
choroba se projevuje nedostateénym mnozstvim druhu Faecalibacterium prausnitzii,
spojovany se zhorSenou produkci SCFA, zejména acetatu, propionatu a butyratu, které maji
vyznamné protizanétlivé ucinky a zlepsSuji propulzni funkci tlustého stieva (Tojo 2014;
George Kelly et al. 2018). Nejcéastéji jsou k 1é¢bé IBD vyuzivané bakterie rodu Lactobacillus,
Bifidobacterium, Enterobacter a druh E. coli (Behnsen et al. 2013; George Kelly et al. 2018).

Nadorova onemocnéni jsou velmi vazné a tézce 1éCitelné (George Kelly et al. 2018)
a jsou siln¢ ovlivnény genetickymi faktory. Urc€itou roli pii vzniku nadorovych onemocnéni
predstavuji rovnéz nepiiznivé vnéjsi faktory prostiedi. Piedpoklada se, ze neptetrzité vystaveni
sliznice tlustého stfeva mikroorganismiim a jejich metabolitim vede az ke karcinogenezi.
Metabolity, podilejici se na karcinogenezi kolorektalniho karcinomu, participuji na tvorbé
acetaldehydu a reaktivnich forem kysliku, na desulfuraci Zluovych kyselin, produkci
sirovodiku, sekundéarni transformaci zlucovych soli, produkci aglykonli z inaktivovanych
Skodlivych sloucenin, bakteridlni B-glukuronidazy a na produkci aromatickych aminli
azoreduktdzami a nitroreduktazami (Tojo 2014). V poslednich letech se objevuji moZnosti
vyuziti probiotik jako jeden ze zpusobu 1é¢by. Studie (Kahouli et al. 2015) prokazala,
ze probioticky kmen Lactobacillus fermentum NCIMB-5221 a—8829 ma vysokou schopnost
potlacit vznik bun€k kolorektdlniho karcinomu a zaroven podporuje rust pfirozenych bunék
epitelu tlustého stfeva a produkci organismem zadanych SCFA. Probiotické kmeny
Lactobacillus acidophilus LA102 a Lactobacillus casei LC232 rovnéz vykazuji vyrazné
cytotoxické aktivity s in vitro antiproliferativni aktivitou proti dvéma bunéénym liniim
kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HRT-18 (George Kelly et al. 2018).

V soucasnosti se zvazuji prospésné u€inky probiotik pii 1é€be alergickych onemocnénich.
In vitro studie Song et al. 2016 vztahujici se k druhu Lactobacillus plantarum L67 ukazala
potencial k jeho pouziti pii prevenci nezadoucich zdravotnich poruch souvisejicich s alergiemi,
a to produkci interleukinu-12 a interferonu-y v hostiteli. Také druh L. plantarum 06CC2
vyznamné zmiriuje alergické ptiznaky snizenim hladiny celkového 1 specifického
imunoglobulinu E, ovalbuminu a histaminu (George Kelly et al. 2018).

Angiogeneze je nezbytny proces novotvorby krevnich kapilar. Jedna se o proces hojeni
ran zpostiedkovany formou bunéénych odpovédi k regeneraci poSkozenych tkani
(Cheng et al. 2013). U¢innymi jsou nepatogenni probiotické kvasinky druhu Saccharomyces
boulardii, které chrani pted poranénim a zanétem stiev. Molekularni mechanismy, kterymi
probiotika zprostiedkovavaji tyto pfiznivé ucinky, vSak zastavaji stile nejasné
(George Kelly et al. 2018).

Studie George Kellyho et al. 2018 se v posledni dobé vénovala objasnéni vlivu stievni
mikrobioty na CNS. Jedna se o osu ucinku ,mikrobiota-stieva-mozek™, kde funguje
obousmérnd komunikace. Aplikace probiotik ukédzala pozitivni U¢inky pievazné u déti
s poruchou autistického spektra (druhy Lactobacillus helveticus R0052 a Bifidobacterium
longum R0O175) (Umbrello & Esposito 2016), u pacientd trpicich syndromem chronické tinavy
(druh L. casei) nebo pfi potlaceni tuzkosti a depresi (Lactobacillus brevis DPC6108
a Bifidobacterium dentium) (George Kelly et al. 2018).
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3.3.2 Vyznamné druhy probiotik

Mikroorganismy pouzivané jako probiotika jsou nejcastéji bakterie, které se pfirozené
nachazi v naSem gastrointestinalnim traktu. Zpravidla se jedna o druhy z rodt Lactobacillus
a Bifidobacterium a rod kvasinek Saccharomyces. Mimo to jsou vyznamnymi probiotiky
bakterie rodu Enterococcus, Lactococcus a Streptococcus (viz Tabulka 2)
(George Kelly et al. 2018). Posledni zminéné kmeny se vétSinou v potravinach piirozené
nenachazi a konzumuji se proto ve formé tzv. doplinkl stravy. K dosazeni kladnych ucinka
probiotik musi byt dodrzeny pokyny pro vybér spravnych kmeni a jejich davkovani
(Douglas & Sanders 2008).

Tabulka 2: Vyznamné druhy bakterii vyuzivanych jako probiotika

Probiotické bakterialni rody Zacastnéné druhy

Lactobacillus L. plantarum, L. paracasei, L. acidophilus, L.
casei, L. rhamnosus, L. crispatus, L. gasseri, L.
reuteri, L. bulgaricus

Propionibacterium P. jensenii, P. freudenreichii
Peptostreptococcus P. productus
Bacillus B. coagulans, B. subtilis, B. laterosporus
Lactococcus L. lactis, L. reuteri, L. rhamnosus, L. casei, L.

acidophilus, L. curvatus, L. plantarum

Enterococcus E. faecium
Pediococcus P. acidilactici, P. pentosaceus
Streptococcus S. sanguis, S. oralis, S. mitis, S. thermophilus, S.
salivarius
Bifidobacterium B. longum, B. catenulatum, B. breve, B. animalis,
B. bifidum
Bacteroides B. uniformis
Akkermansia A. muciniphila
Saccharomyces S. boulardii

3.3.3 Rod Lactobacillus
Rod Lactobacillus zahrnuje pocetnou heterogenni skupinu grampozitivnich

a nesporulujicich bakterii ty¢inkovitého tvaru (Lebeer et al. 2008; Salvetti et al. 2012), které
jsou dulezitou soucasti bézné lidské mikrobioty. VétSina druhd laktobaciltl jsou fakultativné
anaerobni (Kumar & Kumar 2015). Rastova teplota laktobacil se pohybuje v hodnotach
mezi 2 a253°C a pH vrozmezi od3do 8 (Salvetti et al. 2012). Radime je k bakteriim
mlééného kvaseni (BMK), protoze kone¢nym produktem metabolismu sacharidti je mlé¢éna
kyselina — laktat (Lebeer et al. 2008; Salvetti et al. 2012). Vedlejsimi produkty metabolismu
BMK jsou acetat, ethanol, CO2, mravenci kyselina a jantarova kyselina (Salvetti et al. 2012).

Taxonomicky rod Lactobacillus fadime do kmene Firmicutes (Lebeer et al. 2008;
Salvettietal. 2012), tridy Bacilli, tadu Lactobacillales, celed¢ Lactobacillaceae
(Lebeer et al. 2008).
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Druhy osidlyjici lidské télo délime na pavodni autochtonni laktobacily,
napft. Lactobacillus gasseri, Lactobacillus salivarius, L. reuteri a cizi alochtonni laktobacily,
napi. Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus johnsonii, L. acidophilus, L. rhamnosus,
L. fermentum, L. casei, L. brevis, L. plantarum a dalsi (Lebeer, 2008).

Laktobacily jsou vyzivové naroné a vyzaduji pro rast komplexni média obsahujici
sacharidy, aminokyseliny, peptidy, mastné kyseliny a jejich estery, vitaminy a soli
(Lebeer et al. 2008; Salvetti et al. 2012).

Laktobacily v téle zastavaji 3 zakladni funkce. Jedna se konkrétné o inhibici patogenti
a obnovu mikrobialni homeostazy prostfednictvim interakci mikrob-mikrob, zlepSeni funkce
epitelidlni bariéry, a nakonec zahrnuje modulace imunitnich odpovédi. Optimalni a Zivotu
prospésné aktivity laktobacill jsou zprosttedkovavané dvéma zakladnimi faktory: adapta¢nimi
a probiotickymi (viz Obrazek 2) (Lebeer et al. 2008).

Adaptaéni faktory el ZLUEEN Probiotické faktory
!

« 2CRS a dalsi regularoty
« aktivni odstraflovani stresoril

// Iaterak » Soutézeni/Spoluprice v oblasti zivin
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°
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Obrazek 2: Adaptacni a probiotické faktory rodu Lactobacillus (Lebeer et al. 2008).

Adaptacéni faktory zahrnuji prosp&$né Cinnosti bakterii, kterymi jsou funkce spojené
s odolnosti proti stresu, aktivnim metabolismem piizpuisobenym prostredi hostitele a pfilnavosti
ke stfevni sliznici a hlenu. Probiotické faktory proti adaptacnim obsahuji tfi zakladni
mechanismy probiotického ptisobeni. Jedna se konkrétné o udrzovani mikrobidlni rovnovahy,
ochranu epitelu a imunomodulaci. Znalost téchto vlivii a mechanismi plisobeni pomaha
odbornikiim uréit optimalni frekvenci, davku a zpisob podani potencialniho probiotika
Lactobacillus (Lebeer et al. 2008).

Lactobacillus spp. maji pro lidsky organismus rozsahlé zdravotni u¢inky. NejSirsi vyuziti
maji pro 1é€bu a prevenci enterickych infekci a postantibiotickych syndromi
(Kumar & Kumar 2015). Vysoké mnozstvi metaanalyz (McFarland 2007) prokazalo G¢innost
nekterych laktobacilti pii akutnim infekénim priymu a pii prevenci prijmu souvisejicich
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s antibiotiky. Slibné vysledky ucinku plsobeni bakterii se projevuji také v oblasti prevence
alBD, v prevenci onemocnéni kolorektalnim karcinomem a pii 1é¢bé syndromu drazdivého
tracniku. Mimo GIT existuji diikazy o pozitivnich Gc€incich pti prevenci a 1é¢bé urogenitalnich
onemocnéni, bakteridlni vagindzy zZen, atopickych chorob, piecitlivélosti na potraviny a pfi
prevenci vzniku zubniho kazu. Vyse jmenovanych pozitivnich vlastnosti na lidsky organismus
je dosazeno bakterialni produkci metabolitd, které inhibuji riist patogennich organismu, nebo
produkci antimikrobialnich latek tzv. bakteriocinii. Bakteriociny jsou malé bilkoviny majici
toxické ucinky na patogenni bakterie, které jsou pro lidsky organismus skodlivé (Slattery 2019).
Antipatogenni u¢inky laktobacill se daji vysvétlit pomoci adhese (Kadlec & Jakubec 2014).

Probiotické laktobacily maji na zakladé pozitivnich vysledkl na lidské zdravi vysoky
bezpecnostni profil a jejich tolerance je obvykle vynikajici. Problém muize nastat ojedinéle
pfi podavani probiotickych laktobacilti pacientim s oslabenou imunitou
nebo s diagnostikovanym velmi vaznym onemocnénim. V téchto piipadech mize dojit
k infekci probiotickymi bakteriemi (Lebeer et al. 2008; Donor & Snydman 2015). Tiemi
nejCastéjSimi  infekcemi zplGsobenymi laktobacily jsou endokarditida, bakteriemie
a lokalizované infekce, kterymi jsou napiiklad abscesy (Doron & Snydman 2015).

V potravinaistvi je rod Lactobacillus naprosto nezbytny pii vyrobé fermentovanych
potravin (Lebeer et al. 2008; Salvetti et al. 2012). Tento fakt poprvé zaznamenal
Elie Metchnikoff, ktery konstatoval, ze fermentovana mléka obsahujici zastupce rodu
Lactobacillus maji pozitivni vliv na zdravy zivot bulharskych rolnikti (Mackowiak 2013).
Laktobacily se v soucasnosti bézn¢ pouzivaji k fermentaci vSednich potravin, jako jsou jogurty,
syry, naklddand zelenina, zeli a kvaskovy chléb. Fermentaci vznikd kyselina mlécnd, ktera
zpisobuje pokles pH, jehoZz diisledkem je inhibice rGstu hnilobnych a patogennich bakterii.
Kromé toho tyto organismy zvySuji nutricni hodnotu fermentovanych potravin. Toto ma
za nasledek proces produkce kyseliny mlécné bakteriemi, coz vede ke zvySeni produkce
esencialnich aminokyselin a vitaminti spolu se zvysenou biologickou dostupnosti mineralti
(Slover & Danziger 2008).

3.4 Mechanismy piisobeni probiotik
Vsechny zdravi prospésné ucinky probiotik jsou nésledkem ¢tyf mechanisml
jejich fungovani (viz Obrazek 3). Tyto mechanismy jsou:
1. Vyroba antimikrobidlnich latek
2. Soutéz s patogeny o adhesi K epitelu a o Ziviny
3. Imunomodulace hostitele
4. Inhibice produkce bakterialnich toxinti (Markowiak & Slizewska 2017).

Prvni dva vySe zminéné mechanismy jsou spojené s piimym uc¢inkem na jiné
mikroorganismy a jsou dilezité pii profylaxi a k udrZeni stfevni rovnovahy hostitele.
Oba tyto mechanismy mohou vést ke imunologické modulaci (Schachtsiek et al. 2004).
Pfi imunologické modulaci dochdzi k uvoliovani nékterych rozpustnych slozek
mikroorganismy, coz ma za nasledek pfimou ¢i nepfimou aktivaci imunologickych bunék
(Oelschlaeger 2010). Tyto ucinky probiotik maji nasledné dulezitou roli pii prevenci a 1é¢beé
nakazlivych nebo zanétlivych onemocnénich a ovliviluji tak zdravotni stav hostitele. Posledni
z vySe zminénych probiotickych G€inki je zaloZen na funkci akci vedoucich k deaktivaci toxinil
a jejich odstranéni z téla (Markowiak & Slizewska 2017).
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Obrazek 3: Mechanismy pusobeni probiotik. (A) Konkurenéni vylouceni patogennich mikroorganismi. (B)
Vyroba antimikrobialnich latek. (C) Zvysena adhese na stievni sliznici a zlepSeni epitelidlni bariéry. (D) Stimulace
imunitniho systému (Markowiak & Slizewska 2017).

3.4.1 Adhese
Adhese je antipatogenni vlastnosti probiotickych mikroorganismii a je povazovana

za kritérium pro probioticky mikroorganismus, ktery bude mit ptiznivé G¢inky na lidské zdravi.
Lze tvrdit, ze probihajici adhese probiotik stimuluje imunitni systém organismu a také hojeni
tkani sliznic (Kadlec & Jakubec 2014).

Adhese patogennich organismii k povrchu stievnich sliznic je povazovana za prvni fazi
pti propuknuti stfevnich infekci (Markowiak & Slizewska 2017). Souvislost adhese
s probiotiky je spatfovana piedev$im ve vzajemném soutézeni patogennich mikroorganismi
s probiotickymi o misto pro adhesi na epitelialni sliznici. Mista adhese jsou pro organismy
velmi dilezita, protoze slouZzi jako zdroj Zivin a energie. Dal§i vyznamnou funkci probiotik
je nasledna antagonizace patogennich organismi a pifimd modulace imunitni odpovédi
hostitele. Inhibice adhese vylou¢enim patogenu probiotiky pak muze zabranit kolonizaci stiev
patogeny a zamezit tak Siteni infekce (Singh et al. 2013).

Utinek adhese je ovlivnén jak druhem patogenu, tak i probiotickym kmenem. Bakterie
s vys$i adhezni schopnosti maji spiSe negativni vliv na zdravi hostitele, a naopak patogeny
sniz§i adhezni schopnosti jsou vuc¢i hostiteli méné virulentni. Probiotika ulpivajici
na epitelidlnich bunkach v gastrointestindlnim traktu mohou déale modulovat domorodé
mikroby, zvySovat intestindlni epitelidlni bariéru, nebo sekreci antimikrobidlnich latek
(Nowak et al. 2016).

Epitelialni tkan, tvofici vystelku stfeva, se skladd zné€kolika typl sloupcovych
a poharovych bunék. Poharové buniky jsou jednobunécéné zlazy produkujici glykoproteiny
zvané muciny, které tvofi hlen (Van Tassell et al. 2011). Vrstva hlenu je biochemicky
komplexni médium bohaté na glykoproteiny, antimikrobialni peptidy, imunoglobuliny a mnoho
dalsich stfevnich proteind a lipidid (Juge 2012). Hlen vytvofeny muciny obecné slouzici
jako ochrana pted patogeny, enzymy, toxiny, dehydrataci a odérem (Van Tassell et al. 2011;
Juge 2012). Za zakladni funkci celé vrstvy hlenu se v8ak povazuje piedevsim jeho schopnost
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zamezeni adhese skodlivym organismim k podkladovému epitelu a zaroven poskytnuti
prostiedi pro adhesi nepatogennim organismim (Van Tassell et al. 2011).

Muciny (MUC) tvofici hlen se rozdéluji na 17 riznych typl. SpoleCnym rysem
je opakovana sekvence aminokyselin bohatych na prolinové, threoninové a serinové vrstvy
(PTS domény), kde dochazi k O-glykosidickym vazbam mezi jadrem proteinu a N-
acetylgalaktosaminovym koncem oligosacharidi. Tyto vysokomolekularni oligomerni
glykoproteiny se produkuji ve stfevé jako membranové vazané (MUCI1, MUC3, MUC4
MUC12, MUC13 a MUC17) nebo sekretované muciny (MUC2, MUCS5B, MUCS5AC a MUC6)
(Van Tassell et al. 2011; Juge2012). Membranové muciny hraji velkou roli
vV imunomodulac¢nich ucincich bakterialnich interakci s epitelidlni
membranou (Van Tassell et al. 2011).

Adhesi K epitelialnimu hlenu podporuji latky zvané adhesiny. Adhesiny jsou molekuly
na povrchu organismi, které podporuji adhesivni funkci mikroorganismu. Konkrétnim
ptikladem je napf. mucin-vazajici proteiny (MUB). MUB jsou proteiny bunééného povrchu
obsahujici typicky signalni peptid a LP x TG ukotvujici motiv na C konci pro kovalentni
pfipojeni k bakterialni bunécné sténé (Juge, 2012). Nejznamé;jsi je protein vazajici hlen MUB
produkovany druhem Lactobacillus reuteri (Van Tassell et al. 2011; Juge 2012).

Dulezitou roli pti adhesi maji extracelularni ¢asti bakterii — biciky, pili a fimbrie.
Tyto ¢asti bakterii hraji hlavni roli k pfilnuti k jejich hostiteli, tedy pifi adhesi bakterii k hlenu
(Juge 2012).

Biciky se nejcastéji vyuzivaji k plavani ve vodnim prostiedi nebo k prichodu ptes pevné
povrchy nékterymi organismy. Adhesivni vlastnosti k fad¢ hostitelskych receptori, véetné
mucint a hovéziho hlenu maji konkrétné biciky EPEC E2348 /69 (0127: H6) a EHEC EDL933
(O157: H7) a jejich bi¢ikové monomery (Erdem et al. 2007). Adhesivni vlastnosti bakterialnich
infekci u starSich pacientli a pacientd se snizenou imunitou. Bi¢ikové proteiny se udajné podileji
na pfipojeni patogennich bakterii k hlenové vrstvé stieva, prvni bariéfe béhem kolonizace
(Juge 2012).

Fimbrie jsou Utvary na povrchu bakterii skladajici se z proteinovych podjednotek, které
maji v priméru rozméry mezi 2 aZ 8§ nm a obvykle sahaji do vzdalenosti 1-2 pm od
bakterialniho povrchu. Fimbrie umoznuji bakteriim specificky pfilnout k velkému poctu cild,
véetné sav€ich bunék, hostitelskych proteini a dalSich mikrobidlnich bun¢k
(Chessa et al. 2008).

Pili jsou delsi nez fimbrie a rovnéZ se skladaji prevazné z proteinovych podjednotek
(pilint) uspofadanych do trubkovité struktury, kterd umoziuje prichod genetického materidlu
behem konjugace. V priméru mize byt na povrchu bakteridlni buiiky pfitomno jedno az deset
konjugacnich pili a az vice nez 400 fimbrii (Juge 2012).

Schopnost adhese probiotik je zkoumana v in vivo i in vitro podminkach
(Van Tassell etal., 2011). Stanovit adherenci mikroorganismti metodou in vivo je obtizné
aslozité, a proto prevazuje vyuziti modeli majici in vitro podminky, které mohou byt
provadény na riznych povrSich stimulujicich prostiedi stieva (viz Tabulka 3). Nejcastéji
se vyuzivaji bunky odvozené od lidského kolorektalniho karcinomu, Caco-2 a HT29
(Kadlec et al. 2011; Kadlec & Jakubec 2014). Tyto modely byly vyvinuty primarné pro studium
absorpce a permeability v tenkém stfevé (Van Tassell et al. 2011). Modely lidského
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kolorektalniho karcinomu maji $iroké vyuziti pii in cellulo testovani bunéénych linii, ale nejsou
zcela dokonalymi modely pro interakci probiotik s hostitelem. Jejich nejvétsi nevyhodou
je nestabilita a fyziologicka odlisnost od normalnich stfevnich epitelialnich bun¢k — vétsinou
tyto nadorové buriky neprodukuji mucin, a tak se netvoii hlen (Kadlec & Jakubec 2014).

Tabulka 3: Piehled
Kadlec & Jakubec 2014).

in vitro modelt testovani adherence (Kadlec et al. 2011;

Model Popis Vyhody Nevyhody
Imobilizovany Hlen obvykle Rychlé, izoluje interakce ~ Obtizné oddélit hlenove specifické
hlen imobilizovany na hlenu a mikrobu od interakce od hydrofobnich interakci

mikrotitracni desti¢ce

jinych podminek

Buné¢éné linie

Polarni monovrastva

Poskytuje podminky in

Pochazi z rakovinotvornych bungk,

enterocytim vitro nejpodobné;jsi mohou se liSit od zdravé tkané.
pripominajici stievni prostiedi in vivo Neni reprezentativni pro poméry
tkan bunéénych typa
Caco-2/HT29  Nadorova bunééna linie Jednoduché, dobie Neni zohlediiovana piitomnost
kolorektalniho zavedené v literatuie hlenu
karcinomu
HT29-MTX Bunééna linie HT29 Pfitomnost hlenu Nemusi pfedstavovat vhodnou
oSetfend methotrexatem expresi genu MUC
za ucelem exkrece
hlenu
ko-kultury Smisena kultura hlen Lepsi reprezentace Malo linearnich zdroji zabyvajicich
sekretujicich a bunéénych typi se touto metodou
nesekretujicich bunék vyskytujicich se
Vv epitelialni tkani
Cela tkan Cela nebo vytiznuta Poskytuje podminky Nakladné, obtizné ziskat
tkan nejpodobné;jsi prostiedi
in vivo

Bunééné linie Caco-2 vytvaii homogenni a polarizovanou jednoduchou vrstvu, ktera
se svou podobou a charakterem blizi lidskym enterocytiim. Fluorescen¢ni znaceni bakterii
ve spojeni s jednovrstvou kulturou Caco-2 bunék je vhodny model pro studie adherence a miize
byt vyuzivan jako alternativa k radioaktivné znacenym bakteriim. Nicméné, kultury Caco-2
bunék nevytvareji dostatecnou vrstvu mukusu, a proto 1 hodnoty adherence nékterych
bakterialnich kmena (napf. L. rhamnosus GG, B. lactis Bb12 nebo B. animalis IATA-A2)
k Caco-2 bunkam jsou vyrazné niz$i nez k mucinu. Naopak adherence nékterych kment
patogennich bakterii E. coli k Caco-2 kulturam je vyssi nez k mucinu. Od Caco-2 bunécné linie
byly odvozeny bunécné linie C2BBe, které vytvareji jednoduchou polarizovanou vrstvu bunék
s apikdlni kartdCovou vrstvou srovnatelnou s buikami v huméannim intestinu
(Kadlec et al. 2011)

Bunécna linie HT29-MTX vznikla z izolace HT29 bunék adaptovanych na methotrexat
(MTX), které se diferencuji na poharkové bunky (Van Tassell et al. 2011; Kadlec et al. 2011),
zaclenujici do modelu vrstvu hlenu. Produkce hlenu buiikami HT29-MTX zvySuje adhesi
bakterialnich bunék ve srovnani se samotnymi buiikami Caco-2 nebo HT29, coz dale podporuje
dulezitost pifitomnosti hlenu pro bakterialni adhesi. Tato produkce hlenu, ale stale piesné
nepiedstavuje pomér enterocytl a poharovych bunék v epitelové vrstvé stiev. V reakci na tuto
nevyhodu byly vyvinuty modely vyuzivajici ko-kultury Caco-2 a HT29-MTX v daném poméru
90:10, které lépe simuluji pfirozené in vivo podminky. Buiky HT29 se také diferencuji
Vv pfitomnosti 5-fluorouracilu, aby vylucovaly MUC?2, a piestoZze by to vice napodobovalo
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prostiedi tlustého stfeva, zda se, Zze model HT29-FU byl dosud pouzit pouze pii studiu patogent
(Van Tassell et al. 2011).

Jednou moznosti je také adherence bakterii k mucinu. Jedna se o nejjednodussi model,
ktery je zaloZen na imobilizaci komeréné dostupného mucinu na povrchu mikrotitracnich
desti¢ek. Vysledky adherence vSak vykazuji vyssi variabilitu nez u vySe zminénych bunéénych
kultur (Laparra & Sanz 2009). Pouziva se rovn¢z humanni mucin ziskany ze vzorku stolice
(Kadlec et al. 2011).

Adherence probiotickych bakterii je nejCastéji vyjadifovana jako procento bakterii
adherovanych k pocate¢nimu mnozstvi bakterii pfidanych k zvolenému médiu (napt. k Caco-2
bunkam). V ptipad¢ pouziti radioaktivné znaCenych bakterii je adherence vyjadiena jako
procento radioaktivity naméfené po adherenci ve srovndni s radioaktivitou mikrobidlni
suspenze pfidané k zvolenému médiu. Podobné i v piipadé vyuziti fluorescenniho znaceni
bakterii. Pro kvalitativni vyhodnoceni procesu adherence jsou vyuzivany elektronové
mikroskopy (Kadlec et al. 2011). Rozdily v adheren¢ni schopnosti bakterii k mucinu, kulturam
HT29-MTX a Caco-2:HT29-MTX (90:10) mohou byt zptisobeny rozdilnym typem mucinu
v uvedenych modelech. Bylo prokazano, ze adherence u riznych metod in vitro se lisi dokonce
iu stejného kmene, coZ naznacuje, ze bakterialni struktury, zahrnuté do procesu vazby
na epitelialni buiiky a mukdzni vrstvu, mohou byt rozdilné.

Adherence miize byt pozitivné ovlivnéna takovymi faktory, jako je pouzit¢ medium,
teplota a pH. RovnéZz bivalentni ionty, jako tieba Ca?" mohou bakterialni adherenci ovlivnit
(Zarate et al. 2002). Adhesi probiotik mize ovliviiovat také cela fada biologicky aktivnich latek
rostlinného ptivodi. Bylo jiz dokazano, ze ruzné polyfenoly ovliviiuji pozitivni adhesi
(Volstatova et al. 2017). Polyfenoly jsou chemicky a biologicky aktivni sekunddrni metabolity
rostlin odvozené od fenylalaninu a tyrosinu. Vyskytuji se zejména v rostlinnych produktech
(Hervert-Hernandez & Goni, 2011). Vyskyt polyfenoli byl potvrzen také v konopi
(Pollastro & Minassi & Fresu 2018).

3.5 Konopi

Konopi (Cannabis spp.) je historicky vyznamnou rostlinou pochazejici ze stfedni Asie
(Andre et al. 2016; Landa et al. 2020). Ma dlouholetou tradici péstovani a uzivani v kulturach
celého svéta (Balant 2021). Tradi¢né se vyuZzivalo jako zdroj textilnich vladken ¢i v lidovém
lécitelstvi (Consentino 2012; Andre et al. 2016; Balant 2021). Dale konopi slouzilo jako cenny
zdroj potravy nebo bylo soucasti Samanskych rituala. I ptes jeho vyznamné pozitivni vyuZziti
je konopi vsoucasnosti znamé pro své rekreatni vyuziti a psychoaktivni vlastnosti
(Balant 2021). Po druhé svétové valce bylo pravé kvili zminénym narkotickym vlastnostem
péstovani konopi omezeno (Cosentino et al. 2012). Vsoucasnosti probiha snaha
0 znovuuvedeni konopi do béZného systému péstovani plodin kvili svym ekologickym,
agronomickym a pramyslovym vlastnostem (Cosentino et al. 2012; Andre et al. 2016).
V soucasné dobé se péstuji konopné odridy produkujici olej, biomasu nebo dokonce oboji
(Andre et al. 2016). Nicméné, vmnoha statech je péstovani konopi, svyjimkou povoleni
pro védecky vyzkum a farmaceutické pouziti, stale zakazano (Micalizzi et al. 2021).

Existuji 4 typy konopi, které je od sebe dilezité odlisit: technické, rekreacni, 1éCivé
alécebné. Technické konopi se vyuzivd pro ucely primyslové a stavebni, vtechnickych
oborech, ve vyzivé a potravindistvi a vkosmetickém primyslu. Rekrea¢ni konopi
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je v Ceské republice povazovano za nelegalni. Lé&ivé konopi se vyuziva pii samolédeni
¢i lidovém IéCitelstvi a jedna se o odvétvi podobné rekreacnimu pouze s odliSnym umyslem
drzitele. Lé¢ebné konopi je v CR oficialné uznavané a jedna se o konopi pouzivané v 1ékarské
praxi se znamym obsahem hlavnich uc¢innych latek (Landa et al. 2020).

Klasifikace konopi do uréité ¢eledi je velmi problematické. Pivodné bylo konopi fazeno
do fadu kopiivotvaré (Urticaceae) a ¢eledi morusovité (Mareaceae). Nyni je konopi seté fazeno
do ¢eledi konopovité (Cannabaceae) spolu s dalsi hospodaisky i farmaceuticky vyznamnou
rostlinou, chmelem otac¢ivym (Humulus lupulus) (Casano et al. 2011; Landa et al. 2020).

Existuje pouze jeden druh konopi, kterym je Cannabis sativa L. pod n&jz spadaji
tii poddruhy — konopi seté (Cannabis sativa spp. sativa), konopi indické
(Cannabis sativa ssp. indica) a konopi rumistni (Cannabis sativa ssp. ruderalis)
(Casano et al. 2011). Cox et al. 2019 zminuje také moznou existenci ¢tvrtého druhu Cannabis
afghanica.

3.5.1 Zivotni cyklus rostliny
Konopi je jednoletd kratkodenni rostlina, kterd roste v témét kazdém podnebi vyjma

poustnich a polarnich oblasti (EISohly et al. 2017).

Pro schopnost rtstu konopi je velmi dilezité zachovavat vhodné podminky — dostatek
svétla, uhliku, kysliku, vodiku, ideélni teplotu a vlhkost a vhodny substrat s dostatkem Zivin.
Kli¢ovym faktorem je ptedevs§im svételny cyklus (fotoperioda), jelikoZz umoziuje rostlin€ mit
schopnost fotosyntetizovat a rust. Pro schopnost fotosyntézy je dulezita dostupnost
CO; a kysliku. Rostlinég je diilezité poskytovat také dostatek vody, protozZe se jedna o prostiedek
pro pienos Zivin. Ziviny nezbytné pro rst konopi jsou dusik, fosfor, draslik, vapnik, sira
a hot¢ik, dale zelezo, bor, mangan, méd’, chlor a zinek (Adams 2012). Idealni teplota pro vyvoj
rostliny se pohybuje vrozmezi 25-30 °C (EISohly et al. 2017), pH pro padu
mezi 6 a 7 arelativni vlhkost pfi vegetativni fazi 50-80 % a b&hem kveteni pod 60 %
(Adams 2012).

Rostling proto prospiva slunné prostiedi slehkou pidou bohatou na dostatek Zivin
avody. Idealnim prostfedim jsou tedy farmarska pole, okoli silnic a Zeleznic a biehy fek
(EISohly 2007).

Zivotni cyklus rostliny se sklada ze dvou dilezitych &asti: fize ristu a faze kveteni.
Tyto dvé faze se dale dé€li na 4 dil¢i stadia, a to kli¢eni a rust, vegetativni stadium, kveteni
a tvorbu semen, a nakonec starnuti (Adams 2012).

Faze ristu
Faze rhstu zahrnuje kliceni, riist a vegetativni fazi. V této fazi jsou pro rostlinu idedlni

podminky 18 hodin svétla a 6 hodin tmy béhem dne.

Riist je velmi komplexni proces, kdy se semena stavaji aktivnimi (Adams 2012). Proto,
aby se tato faze mohla uskutecnit, je velmi dulezité¢ dodrzeni idedlnich podminek. Teplota
by se méla pohybovat okolo hodnoty 24 °C. Nizsi teploty rast rostliny spiSe potlacuji
(EISohly et al. 2017). Dalsim dulezitym faktorem je dodrzeni vlhkosti, kdy se semeno
po zvlh¢eni povrchu pootevie a umozni rist klicku (Adams 2012). Kli¢eni rostliny obvykle trva
3-7 dni (EISohly 2007).
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Rostlina za¢ina rist a vytvofi se prvni dva listy, které vSak nejsou povazovany za pravé.
Mladé sazenice vypadaji jako dospélé rostliny a béhem prvni faze ristu se zac¢inaji objevovat
prvni série skutecnych listi po kotyledonech (Adams 2012).

Vegetativni faze rostliny probihd vétSinou na jafe. Vtomto obdobi rostlina vyviji
strukturu, ktera unese tézké kvéty. Rostlina roste do vysky i $itky, pfibyvaji nova patra listt
a postranni vétve rostou do maximalni délky (Adams 2012). Kone¢na vyska konopi je obvykle
do 5 m (Micalizzi et al. 2021).

Faze kveteni
Faze kveteni probihd pifi kratSich dnech, kdy je pouze 12 hodin

svétlo (Adams 2012). Na délku dne je konopi velmi citlivé a pii malém pieruseni noci svétlem
uz rostlina nemusi plnohodnotné vykvést (EISohly 2007). Prvni kvéty se objevi zhruba
po 2 az 3 tydnech, kdy je témét zcela dokonéen vyvoj rostliny.

Je dilezité zminit, Ze konopi je dvoudomou rostlinou, tzn. existence samcich i samicich
rostlin, pfipadné ale i rostlin jednodomych nebo androgennich. Pfiblizné¢ o dva tydny
diive kvetou sam¢i rostliny (Adams 2012). Samc¢i rostlina tvoti kvéty po celé rostling. Kvéty se
ve spravny okamzik oteviou a vypusti lehky pyl. Pyl se nasledn€ usazuje na pestikach kvétu
samici rostliny, ktera je opylena. Po opyleni samici rostliny se v poharku vytvofi semeno
(EISohly 2007; Adams 2012).

Béhem vegetativni faze je nemoZné navzajem odlisit samci a samici rostlinu. Je to mozné
az pfi rustu pohlavnich organtli a kvéth (viz Obrazek 4). Samci pohlavni organy ptipominaji
malé zvonky a vyskytuji se v hroznech (Adams 2012). Sam¢i kvét je spiSe maly a velmi
nenapadny (Mediavilla et al 1998). Sami¢i pohlavni k organy slozené ze skupiny kalicht
s pestiky (Adams 2012), jsou vyrazné&j$i a objevuji se v hustych shlucich. U jednodomych
rostlin se kvétenstvi obou pohlavi nachazi nedaleko sebe (EISohly 2007).
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Obrazek 4: bupohlavni, sam¢i a samici kvétenstvi (Adams 2012).

Pfi zrani rostliny zacnou byt kvéty mohutnéj$i a zacinaji byt intenzivné citit tvofici
se pryskyfici (Adams 2012). Pryskyfice je jednim znejcennéjSich konopnych produkti
s psychoaktivnimi a 1é¢ivymi G€inky, je bohatd na zlaznaté trichomy, které maji sekundarni
metabolity, kterymi jsou fytocannabinoidy a t€kavé terpeny zodpoveédné za charakteristicky
zapach rostliny (Micalizzi et al. 2021). Pfi dozravani rostliny se zpomaluje tvorba poharkt
avelké mnozstvi pestikii zaCina hnédnout a listy Zloutnout. V okamziku, kdy zhnédne
70 % poharkd, je vhodné rostlinu sklizet. Pokud rostlinu nesklidime, tak rostlina umira, listy
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opadavaji a stonek zesiluje. Rostlina, kterd se dostala az do této faze, ztraci svou lécebnou
hodnotu (Adams 2012).

Sklizen konopi
Doba sklizné ma vyznamny vliv na pouziti a kvalitu rostliny, ale je velmi slozité

tento spravny  moment  urCit. Konopi  sklizené  pfiliS§ brzy ma lehéi chut
a omamné ucinky nez U zralejSich rostlin. Nejlepsi metoda na rozpoznani zralosti je sledovani
pryskyfice. Béhem zrani ma jantarovou az prthlednou barvu. Poté ale pryskyfice zacina
reagovat s kyslikem a opé€t se zane objevovat jantarova barva, coz signalizuje pocatek rychlé
sklizné. Rostlina ihned po sklizeni neni pfipravena ke spotiebé kvili pfitomnosti chlorofylu
arovnéz aktivni latky jeste nejsou zcela preménény. Suseni je tedy velmi zasadni proces majici
vliv na vyslednou chut’ produktu. Zakladem je nechat rostlinu po sklizni nazivu co nejdéle, aby
mohlo dojit k pfeméné chlorofylu na cukry (Adams 2012).
3.5.2 Lécebné vyuziti konopi

Pro své cetné pozitivni ucinky na lidsky organismus je konopi hojné vyuzivano
pro lékarské tcely.

Konopna lécba musi plnit hlavni zasadu lékafstvi - ,,hlavné neSkodit™. Na zakladé

vysokého bezpecnostniho profilu je konopi povazovano za rostlinu s obrovskou terapeutickou
Sifi (WHO 1986; Landa et al 2020).

Pti 1é¢bé konopim se pacienti rozd€luji do 4 konkrétnich kategorii:

1. Pacienti se zdjmem o konopnou 1écbu, ktefi nemaji dobry vztah k syntetickym
1éciviim

2. Pacienti s nizkou poddajnosti ke klasické analgetické terapii

3. Pacienti s alespon Caste¢né ¢i malo fungujici standardni terapii, kdy je 1écebné

konopi podavéano ve snaze vylepsit jejich funkéni zdatnost, umoznit jim vétsi
spolecenské a pracovni uplatnéni a podpofit jejich pohybovou aktivitu

4. Pacienti s vysokymi davkami analgetik, ¢asto sporné fungujicimi, které provazi
jiz vyznamné mnozstvi nezadoucich u¢inkd (Landa et al. 2020).

Konopi se vyuziva ptredevSim k lécbé bolesti. Bolest je definovana jako nepfijemny
smyslovy a emocionalni subjektivni prozitek.

Lécba bolesti konopim je ovlivnéna na zakladé analgetického zebtficku Svétoveé
zdravotnické organizace (World health organisation, WHO). Konopi lze aplikovat pii 1écbé
kazdého stupné intenzity bolesti a pro terapii je zasadni diagnostikovat typ bolesti, jeji pfic¢inu
a intenzitu (WHO 1986).

Hojn¢ se téchto ucCinkt tlumeni bolesti vyuziva 1 u nadorovych onemocnéni
(Landa et al. 2020). Cilem lé¢by bolesti nadorovych onemocnéni je hlavné zmirnéni intenzity
bolesti, aby doslo alespon k jejimu potlaceni na snesitelnou troven (WHO 2019).

3.5.3 Legislativa pouZivani konopi v CR

Pé&stovani konopi je regulovano zakony. Jednd se o zdkon o navykovych latkach
(366/2021 Sb.) a vyhlaskou o stanoveni podminek pro piedepisovani, ptipravu, distribuci, vyde;j
a pouzivani individualné pfipravovanych lécivych piipravkl s obsahem konopi pro 1écebné
pouziti (Zakon 236/2015).
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Zakladni instituci zabyvajici se konopim je Statni agentura pro konopi pro 1écebné pouziti
(SAKL), ktera spada pod Statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv (SUKL).

3.6 Biologicky aktivni latky v konopi

Konopi je velice slozita rostlina sohledem na mnozstvi chemickych sloucenin.
Bylo identifikovano vice nez 1400 piirodnich latek (Landa et al. 2020) vytvoienych
sekundarnim metabolismem. Tyto latky zahrnuji kanabinoidy, terpeny a terpenoidy a fenolické
latky obsahujici flavonoly a flavony, stilbeny a lignany. Dale se v konopi vyskytuji
aminokyseliny, alkaloidy, glykosidy, aminy, cukry, uhlovodiky, ketony, mastné kyseliny,
vitaminy a dals$i (Andre et al. 2016).

3.6.1 Kanabinoidni slouc¢eniny
Piiblizné 144 biologicky aktivnich latek v konopi je oznacovano za tzv. kanabinoidy

(Landa 2020). Tyto latky jsou pfitomné v pryskyfici produkované zldzami samiciho kvétenstvi
(Adams 2012; Landa 2020). Nejvétsi pozornost je vénovana A%-tetrahydrokanabinolu
(A°THC), kanabidiolu (CBD) kanabinolu (CBN), kanabigerolu (CBG) (Landa et al. 2020).
Dale se za kanabinoidy povazuji kanabichromen, kanabielsoin, kanabidivarin a dalsi
(EISohly et al. 2017).

Pisobeni téchto latek vtéle mad na svédomi endokanabinoidni systém (EKS),
ktery zahrnuje kanabinoidni receptory (Pertwee 2009), kanabinoidy a biodegradac¢ni enzymy.
EKS uvolnuje endokanabinoidy, které se navazou na receptory a spousti Sirokou Skalu
biologickych funkci. Endokanabinoidy jsou signalizaéni molekuly vytvafené naSim télem.
Jedna se konkrétné o anandamid (AEA) a 2-arachidonoyglycerol (2-AG) (viz Obrazek 5).
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Obrazek 5: VVzorec anandamidu (nalevo) a 2arachidonoylglycerolu (napravo) (vlastni zpracovani)

Na receptory EKS se nemusi vazat ale pouze endokanabinoidy vytvarené nasim télem,
ale  také fytokanabinoidy (kanabinoidy obsazené v rostlinach) (Pertwee 2009).  Pokud
se tyto kanabinoidy dostanou do téla, tak mohou spustit reakci prostfednictvim navazani
na kanabinoidni receptory CB1 a CB2 (Landa et al. 2020). Receptory CB1 jsou obsazeny
v nasem mozku a byvaji spojovany s naladou, emocemi a chuti k jidlu. Tento typ receptoru
preferuje napt. kanabinoid THC. Naproti tomu kanabinoid CBD preferuje receptor CB2
nachazejici se vimunitnim systému a vcentralni nervové soustavé (Pertwee 2009).
Dale existuji i podtypy receptorti sfidicimi funkcemi a nimi jsou: receptory spojené
s G proteinem ¢islo 55 (GPR55), 18 (GPR18) a 119 (GPR119),
vanilloidovy receptor 1 (TRPV1) a 2 (TRPV2), wasabi receptor (TRPAL), mntolovy receptor
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(TRPMB8) a jaderné PPAR receptory (Landa et al. 2020). Princip fungovani EKS je na zakladé
teorie kli¢e a zamku, kdy fytokanabinoit je kli¢em a receptor je zamkem (Pertwee 2009).

A9-tetrahydrokanabinol (THC)
THC (viz Obrazek 6) je nejlépe prozkoumanou kanabinoidni latkou konopi

(Landa et al. 2009). Poprvé ho syntetizoval Mechoulam vroce 1967 (Weber et al. 2009).
Tato sloZzka marihuany ma psychomimetické uc¢inky. Pravé obsah THC je divodem vyuziti
konopi jako tzv. rekreacni drogy, coz znamena, Ze po aplikaci se objevuji zrakové, sluchové
a hmatové iluze, dochdzi kpiijemnym stavim dobré ndlady a pocitovani euforie
(Landa et al. 2020; Pertwee 2009), ale také zhorSeni paméti, chybnému vnimani ¢asu a vyvolani
ospalosti (Pertwee 2009). Po poziti konopi se pouze vyjimecné objevuje nepiijemny prozitek
s depresivni naladou a panickymi ¢i uzkostnymi stavy. Tyto pocity se vétSinou objevuji
pii pfedavkovani (Landa et al. 2020).

THC je latka zodpoveédna za psychickou zavislost na marihuané. Zavislost je sice mirna,
ale 1 tak pfi ndhlém vysazeni THC miZze dojit ke vzniku abstinencniho syndromu
(Zehra et al. 2018; Landa et al. 2020).

Obrazek 6: Vzorec THC (vlastni zpracovani)

THC ma& mimo psychoaktivnich ucinkii 1 mnoho cenny terapeutickych vlastnosti.
Prokazané jsou analgetické, antiemetrické a antispatické ucinky a ucinek na apetit
(Landa et al. 2020).

Analgeticky u¢inek THC vyjadiuje jeho schopnost tlumit bolest. Velmi ¢asto se vyuziva
ke zmirnéni nadorové bolesti, dale pii 1é€bé bolesti pii poranéni michy, pii neuropatické bolesti
a pii terapii chronickych bolesti u neuropatie a fibromyalgie (Landa et al. 2020). Dal§imi
piiklady pouzivani THC jako analgetika je utiSeni bolesti zad, bolesti hlavy a migrény
(Naef et al. 2003). Protikie¢ovy (antispaticky) ucinek souvisi s analgetickymi tucinky, a proto
je THC hojné vyuzivano u pacientd sroztrousenou skleréozou a sni souvisejicich bolesti
(Russo 2016; Landa et al. 2020). Cenné jsou rovnéz G¢inky THC na apetit, jelikoz THC
stimuluje chut’ kjidlu. Tato je vlastnost je hojné¢ vyuzivana u pacientl trpicich nemocemi,
které jsou spojovany s ubytkem hmotnosti, napt. HIV/AIDS (Landa et al. 2020). THC byva
Casto spojovano sezabranénim rozvoji Alzheimerovi choroby. THC totiz zabrafiuje enzymu
acetylcholinesteraze urychlit tvorbu amyloidnich plakli v mozku G¢inngji neZ predepisované
léky (Landa et al. 2020). Uvadi se také pfiznivy ucinek pii depresich a neurodegenerativnich
poruchach (Weber et al. 2009).
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Kanabidiol (CBD)
Kanabidiol (viz Obrazek 7) je latka vkonopi, ktera nemd psychoaktivni ucinky.

V poslednich letech je velmi zkoumana, jelikoz se jednd o latku, ktera je plné legalni
a ma rovnéz ptiznivé UCinky na lidské zdravi (Landa et al. 2020).

Obrazek 7: Vzorec CBD (vlastni zpracovani)

CBD je hlavnim kanabinoidem, ktery neni povazovan za psychotropni a vykazuje
anxiolytické vlastnosti (Uhernik et al. 2018). Anxiolyticky uc¢inek spociva v odstraiovani
nebo alespon snizovani tizkosti (Landa et al. 2020).

Nejvyznamnéjsi jsou neuroleptické (antipsychotické) uc¢inky CBD (Landa et al. 2020).
Predpoklada se, ze CBD ma vysoky terapeuticky potencial pro 1é¢bu psychiatrickych stavi,
které ovliviuji kognitivni aspekty uceni a paméti, vCetn¢ uzkosti a posttraumatickych
stresovych poruch (Uhernik et al. 2018). Paradoxem konopi je, Ze vysoky obsah THC vede
k psych6zam, naopak CBD tyto G¢inky vyrazné snizuje az potlacuje (Uhernik et al. 2018;
Landa et al. 2020). Mimo potla¢ovani psychoticky pfiznaki ma za nasledek zlepSeni poruch
vnimani a poruch v komunikaci (Uhernik et al. 2018). Kanabinoidni receptory CB1, na které
se CBD vaze, se totiz rovnéz ucCastni modulace uceni a jsou velmi dilezité
pro kratkodobou a pracovni pamét’ (Landa et al. 2020).

Stejné jako THC je i CBD pouzivano pfi 1é¢b¢ neurodegenerativnich onemocnénich, kam
fadime Alzheimerovu chorobu, Parkinsonovu chorobu a amyotrofickou laterarni skler6zu
(luvone et al. 2009).

Pouziva se také jako neuroprotektant — ochraniuje nervové bunky pied poskozenim
amlZe byt vyznamnou prevenci pfed onemocnénimi spojenymi soxidacnim stresem
(Landa et al. 2020).

Kanabidiol pozitivné ovliviiuje nadorova onemocnéni. V soucasné 1é¢bé onkologickych
onemocnéni  se  stdle  vic  prosazuje  vyuzZivani  konopi  jako  léCebného
prostfedku (Landa et al. 2020). CBD zeslabuje karcinogenezi tlustého stfeva a inhibuje
proliferaci bunck kolorektalniho karcinomu prostiednictvim aktivace
receptort CB1 a CB2. Kanabinoidy prokazaly pifimé protinadorové ucinky a rovnéz
se pouzivaji jako stimulanty chuti k jidlu a jako antiemetika (Romano et al. 2014).

Na rozdil od THC, které se vyziva jako stimulant chuti k jidlu u hubnoucich pacientd,
CBD jeho funkei potlacuje, a naopak brani clovéku mit chut’ k jidlu. DalSim opacnym u¢inkem
je také jeho boj proti tvorbé zavislosti. CBD totiZ sniZuje abstinen¢ni ptiznaky, které vznikaji
pfi zastaveni pozivani drog, véetné THC (Landa et al. 2020).
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Prokazany je také pozitivni vliv CBD u pacienti trpicich epilepsii. Piipravky
s obsahem kanabidiolu se ukazaly jako ucinné, pokud selhala 1écba antiepileptickymi 1éky.
Casto se konopi pouzivé pii 16¢bé epilepsie u déti (Landa et al. 2020).

Pozitivni vliv je spatfovan i pii autoimunitnich onemocnénich, jako je revmatoidni
artritida a diabetes mellitus 1. typu. CBD brani vzniku, ale zarovei i rozvoji téchto onemocnéni
(Landa et al. 2020).

Kanabidiol blokuje i tvorbu riznych cytokint, proto se CBD stejné tak jako THC vyuziva
pfi terapii u AIDS, rakoviny nebo zanétu a infekci (Landa et al. 2020).

Kanabigerol (CBG)

Kanabigerol je zvy$e zminénych latek nejméné prostudovan a pouzivan, je vSak
je spatfovan  pifi 1é¢bé  nespecifickych  stfevnich  zanéti  (Crohnova  choroba
a ulcerozni kolitida) (Borrelli et al. 2013). Navic se jedna o antikarcinogenni latku nachazejici
se prakticky bez THC (Landa et al. 2020).

3.6.2 Fenoly
Ve studii Radwan et al. 2021 bylo kromé kanabinoidi z rostliny izolovano

42 nekanabinoidnich fenolii. Fenolové slouceniny jsou v konopi zastoupeny tfemi hlavnimi
tiidami, a to: flavonoidy, stilbeny, lignany (Isildore et al 2021).

Mezi flavonoidy se jmenovite fadi flavony, flavanony, flavonoly a flavanoly
(I1zzo et al. 2020). V konopi se vyskytuji bézné flavonoidy jako vitexin, apigenin, luteolin,
kaempferol, orientin a kvercetin, ale také unikatni flavony pro konopi jako kanaflavin A,BaC
(viz Obrazek 8) (Isidore et al. 2021). Rea et al. 2019 uvadi, ze kanaflaviny vykazuji tak vysokou
protizanétlivou aktivitu, kterd je tiicetkrat vyssi nez aspirin. Flavonoidy se obecné povazuji za
ucinné antioxidanty, kvili svym vlastnosem pohlcovat volné radikaly a jsou také chelatory
kovovych iontl,, maji tedy schopnost chranit tkdné¢ pied volnymi kyslikovymi radikaly
a peroxidaci lipida (Smeriglio et al. 2016).
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Obrazek 8: VVzorce kanaflavinu A, B a C (zprava) (Isidore 2021)

Konopné stilbeny lze rozd¢lit do tii hlavnich typil na zakladé€ jejich struktury: fenantreny,
dihydrostilbeny a spiroindany. Kanipren, dihydrostilben jedine¢ny pro konopi, vykazuje vysoce
protizanétlivou aktivitu. RovnéZ spiroindany kanabispiron a kanabispirenon vykazuji
povazovat za zdravi prospésné — Sanchez-Duffhues et al. 2009 uvadi, ze nejlépe
charakterizovand latka denbinobin mé prooxidac¢ni a proapoptickou aktivitu k bunéénym liniim
lidské leukémie.
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Nejcasteji zastoupenymi lignany jsou cannabisin A, B a C, N-trans-kafeoyltyramin
(Izzo et al. 2020), N-trans-kumaroyltyramin a N-trans-feruloyltyramin (Isidore et al. 2021).
DalSimi latkami vyskytujicimi se v kvétenstvi rostliny byly hydroxyskoficové kyseliny
(konkrétné chlorogenova, kavova, kumarova a ferulova kyselina) (1zzo et al. 2020). Lignany
jsou molekuly podléhajici velkému zajmu farmaceutického sektoru, jelikoz maji Sirokou skalu

dalezitych biologickych vlastnosti, vcetné antioxidacnich, protizanétlivych
a antihyperlipidemickych aktivit (Isidore et al. 2021)

3.6.3 Terpeny
Terpeny jsou lipofilni uhlovodikové latky zodpovédné za aromatické vlastnosti konopi

(Isidore et al. 2021). Terpeny tvofi po kanabinoidech druhou nejvétsi skupinu slozek konopi
(Radwan et al. 2021). Hlavnimi jsou monoterpeny, seskviterpeny a triterpeny. V ramci této
analgetické, anxyolitické, antibakteridlni (Isidore et al. 2021), antioxidacni, atidepresivni,
protinadorové, neuroprotektivni, antimutagenni, antialergické nebo  antibitotické
(Nuutinen 2018). Krom¢ toho jsou mono a seskviterpeny hlavnimi slozkami konopného
esencialniho oleje, ktery lze pouzit v kosmetice nebo jako dochucovadlo v potravinaiském
pramyslu (Isidore et al 2021).

Nejcasté¢jsimi monoterpeny jsou a-pinen a B-pinen. Tyto dva monoterpeny inhibuji
aktivitu acetylcholinesterazy v mozku, tudiz se uvadi, Ze napomahaji paméti a minimalizuji
kognitivni dysfuncke (Sommano et al. 2020). Dal$im charakteristickym terpenem je -myrcen
(Radwan et al. 2021), ktery ma analgeticky G¢inek a tzce souvisi s i¢inkem THC a CBD,
protoze stimuluje uvoliovani endogennich opioidd. Jednim z monoterpend, obsaZenych
v konopi, je také limonen, ktery ptes predpoklad nizké afinity ke kanabinoidnim receptorim
zvySuje hladinu serotoninu a dopaminu, ¢imz je zodpovédny za anxiolytické, antistresové
a sedativni u€inky (Sommano et al.2020).

Prvnim seskviterpenem identifikovanym v konopi byl a-karyofylen (Radwan et al. 2021).
Dalsim seskviterpenem obsazeném v rostlin€ je B-karyofylen, ktery ma charakteristické aroma
pepie a je nejdostupnéjSim seskviterpenem v rostlinach a extraktech konopi. Jsou u néj
protinadorové, neuroprotektivni a dalsi ucinky (Sommano et al. 2020). Dalsimi vyznamnymi
seskviterpeny jsou a-humulen, o-kurkumen, guaiol, a-selinen, nerolidol, a-guaien, a dalsi
(Radwan et al. 2021).

3.7 Konopi a probiotika

Do soucasné doby nebylo zcela prokdzano, Zze konopi nepiisobi inhibicné na rlst
probiotickych bakterii typu Bifidobacterium a Lactobacillus. Rostliny konopi jsou bohaté
na pfirodni slou€eniny s antimikrobidlnimi vlastnostmi. Antimikrobidlni aktivita extraktu
z konopnych semen muize souviset s vysokym obsahem polyfenolii, zejména caffeoyltyrainu
a cannabisinu A, B a C. Semena C. sativa selektivné inhibuji rist potencionalné patogennich
kmenii a zaroveil nevykazuji aktivitu puasobici proti probiotickym bakteriim rodu
Bifidobacterium a Lactobacillus. Extrakt ze semen C. sativa ma selektivné inhibi¢ni t¢inek
proti patogennim kmenlim a také potencidl funkce jako antibiofilmové €inidlo. Biofilmy jsou
tvofeny bunénymi bakteriemi se schpnosti piilnout k povrchu. Je prokazano, ze infekce
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souvisejici s biofilmem zplsobily vice nez 75 % lidskych mikrobialnich infekei
(Frassinetti et al 2020).
Doposud ale neexistuji zadné konkrétni informace o vlivu konopi na adhesi probiotik.
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4 Metodika

4.1 Material

Byly testovany 2 vzorky konopi a jeho vliv na adhesi probiotickych kmend L. gasseri,
L. plantarum a L. reuteri. K testim adhese byly pouzity kolorektalniho karcinomu tlustého
stteva Caco-2 a HT29-MTX, penicilin a streptomycin, hydrogenuhli€itan sodny, pyruvat sodny,
neesencialni aminokyseliny, fetalni bovinni sérum (FBS), fosfatovy pufr (PBS — Phosphate
Buffered Saline), trypsin a Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM). Pro tkanové
kultury byly déle pouzity 96jamkové desticky, serologické pipety, kultivacni ldhve. Etanolové
extrakty konopi sklizené v10. a 14. tydnu v koncentraci 8,19 mg/ml rozpustény
v dimethylsulfoxidu.

4.2 Metoda

4.2.1 Priprava testovanych extrakti konopi
Extrakty konopi v EtOH byly ziskany od Ing. Matéje Malika z Katedry

agroenviromentalni chemie a vyZivy rostlin CZU.

Rostliny byly péstovany ve vnitinich prostorach se specialni kapankovou zavlahou
V dennim rezimu. Mikroklima bylo udrzovano s optimalni relativni vlhkosti a koncentraci COx.
Teplota pak byla zavisla na dennim cyklu a pohybovala se v rozmezi od 22 do 25 °C, coz platilo
také o svételném rezimu.

Pro pokus byl vyuzit uniformni rostlinny material pochazejici z genotypu s pracovnim
nazvem ,,McLove*.

Pro testovani byly sklizeny rostliny v rozdilném stupni zralosti — 10. a 14. tyden. VSechny
¢asti rostliny vyjma kotenu (kvét, stonek a list) byly pied samotnou analyzou homogenizovany
— zmraZeny tekutym dusikem a rozemlety v tfeci misce.

Pro extrakci biologicky aktivnich latek z homogenizovanych rostlin byla pouzita metoda
dynamicka macerace. Navazené vzorky (0,3 g) s pfidanymi 10 ml rozpoustédla (EtOH) byly
macerovany za stalého michani na magnetické michacce pii 300 otackach za minutu. Filtrat
pak byl pifeveden do zkumavek odkud byly odebrany c¢asti rostliny a piesunuty zpét
do puvodnich kadinek s pfidanymi 10 ml rozpoustédla. Tento krok byl tfikrat zopakovan.

Vzorek byl nasledné rozdélen na dvé ¢asti. Z prvni ¢asti bylo odebrano 0,5 ml, které byly
12x ztedény. Po zfedéni byly vzorky filtrovany a analyzovany na HPLC.DAD pro stanoveni
chemického profilu biologicky aktivnich latek v rostling.

Druhd ¢ast vzorku byla odpafena na vakuové rotani odparce Heimdolf a zbytek byl
rozpustén v DMSO na vyslednou koncentraci 8,19 mg/ml DMSO. Takto pfipraveny zasobni
roztok byl nasledné vyuzit pro testovani adhese probiotickych kmentl.

4.2.2 Kultivace bunéénych linii

Pro testovani adhese byly pouzity bunécné linie kolorektalniho karcinomu HT29 a Caco-
2. Tyto linie byly kultivovany v DMEM médiu s 10 % FBS, 1 % hydrogenuhli¢itanu sodného,
1 % pyruvatu sodného, 1 % neesencialnich aminokyselin, 1 % penicilinu a streptomycinu.

Bunécéné linie byly kultivovany v kultiva¢nich lahvich ptiblizné 7 dni pfi teploté 37 °C.
v 5% CO2 a vlhéené atmosfére. Béhem kultivace dochazelo kazdé 3 dny k vyméné média
za Cerstvé. Po 7 dnech, kdy bylo dosazeno 90% konfluence, bylo odstranéno staré¢ médium,
bunécna vrstva byla promyta pomoci 5 ml PBS a po odstranéni PBS bylo pfidano 5 ml trypsinu,
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ktery ptsobil po dobu 3 minut a nasledné bylo neutralizovano pfidanim 5 ml DMEM média.
Pomoci plastové skrabky doslo k uvolnéni bunék ze dna kultivacni lahve a cely obsah byl
prenesen do 15ml centrifugacni zkumavky typu Falcon. Vzorek ve zkumavce byl centrifugovan
10 minut pii 2 000 otackach. Nasledné¢ byl odstranén supernatant.

Usazené¢ bunky byly rozpustény v 5 ml DMEM média. Ze sklizenych bunék byla zalozena
nova kultivacni lahev, kdy byly bunky nafedény vpoméru 1:10 vnovém médiu.
Takto ptipravena lahev byla ulozena v CO; inkubatoru s teplotou 37 °C.

Zbytek bunécné linie byl néasledné nafedén na pozadované koncentrace pro zalozeni
96jamkovych desticek.

4.2.3 ZaloZeni 96-jamkové desticky

Prvnim krokem pro zalozeni 96-jamkové desticky bylo spocitani poctu zivotaschopnych
bun¢k. Z bunééné suspenze bylo napipetovano 100 pl sklizenych bunék do zkumavky typu
Eppendorf a smichano se 100 pl tripanové modfe. Nasledn€é bylo odebrano 10 pl suspenze
ananeseno na Biirkerovu komurku na sklenéné desti¢ce. Desticka byla vlozena do pristroje
na pocitani bunék EVE — NanoEnTek a byla zjisténa presna koncentrace bunék.

Nasledn& byly bunééné linie nafedény médiem na kone¢nou koncentraci 1 x 10°
pro samostatné bunécné linie (Caco-2 buiiky, HT buiiky). Do kazdé jamky 96-jamkové desticky
bylo nasledné napipetovano 100 pl takto natedéné suspenze. Takto piipravené desticky byly
ulozeny v inkubatoru s fizenou atmosférou pii teplot¢ 37 °C s 5% CO2 po dobu 3 dnt.
Po 3 dnech doslo k plné konflucenci monovrstvy a bunééné kultury tak byly pfipraveny
K testovani.

4.2.4 Priprava bakterialni suspenze

Bakterie byly péstovany pies noc kultivovany pii 37 °C ve Wilkins bujéonu po dobu
24 hodin. Po kultivaci bylo odebrano 5 ml narostlé kultury do centrifugac¢ni zkumavky.
Suspenze byla nasledné zcentrifugovana pii 1000 x g otackéach, 3x promyta v PBS a nasledné
rozmichana v 5 ml PBS. Poté byl k bakteriim pfidan fluorescein isothiokyanatu na finalni
koncentraci 25 pg/ml. Zkumavky byly nasledné inkubovany v teplotnim inkubatoru po dobu
30 minut za tmy. Suspenze nabarvenych bakterii byla nasledné centrifugovana
pti 1000 x g otackach, 2x promyta pomoci PBS a rozmichana v 5 ml stejného pufru.

4.2.5 Testovani adhese

Pted pfidanim bakterialni suspenze bylo z kazdé jamky desti¢ky odstranéno staré médium
a jednotlivé jamky byly dvakrat opatrné promyty pomoci 100 ul PBS. Do jamek bylo nasledné
pfidano 90 pl LAC media a do kazdé jamky 10 pl laktobacili se vzorky konopi s findlni
koncentraci testovanych extrakt 50, 10, 5, 0 pg/ml.

Desticka byla vloZzena na 90 minut do inkubatoru. Po inkubaci bylo médium
s nenaadherovanymi bakteriemi 2x promyto 100 ul PBS a nasledné€ je do nich napipetovano
100 pl PBS. Poté desticka byla métena na ¢teCce mikrotitraénich desticek Tecan Infinite M200
pfi vinové délce exitace 495 nm a emise 519 nm.

Pro vypocet adherovanych bakterii byl pouzit nasledujici vzorec:

samotné laktobacily
% adherence = - - x 100
laktobacily s testovanym vzorkem
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4.2.6 Statisticka analyza

Data byla vyjadfena jako primér + smérodatnd odchylka. Pro statistické porovnani
jednotlivych bunéénych in vitro modelt a testovanych druhti probiotik byl pouzit program
Graphpad Prism 9.3. Pro vyhodnoceni byla pouzita oboustranna analyza rozptylu — ANOVA

s naslednym pouzitim Sidakova testu. Rozdily byly povazovany za statisticky vyznamné
V hladiné vyznamnosti p < 0,05.
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5 Vysledky

Cilem této prace bylo zjistit, zda ptitomné vzorky konopi ovlivni adhesivni vlastnosti
probiotickych bakterii L. gasseri, L. plantarum a L. reuteri. Adherence byla vyjadiena
jako procento bakterii adherovanych k po¢ate¢nimu poctu bakterii v médiu. K testovani byly
pouzity bunécné linie HT29 a bunécné linie Caco-2.

Bylo zjisténo, ze vysledna adhese testovanych laktobacilti s pfidanymi vzorky konopi
hodnota adhese byla patrna u L. gaserri za pfitomnosti vzorku konopi 120 pii koncentraci
3 pg/ml na bunééné linii Caco-2. Naopak nejvyssi adhese bylo dosazeno na bunééné linii HT29,
a to L. reuteri za ptitomnosti vzorku konopi sklizeného ve 14. tydnu o koncentraci 50 pg/ml.
Vysledné hodnoty adhese (pramér + SD) v % jsou uvedeny v Tabulce ¢islo 4.

Tabulka 4: Vysledné adhese (pramér + SD %) laktobacilti na jednotlivé bunécné modely

L. gasseri L. reuteri L. plantarum
Tyden pg/ml
% adhese primér + smérodatna odchylka
Caco-2 HT29 Caco-2 HT29 Caco-2 HT29
50 45,66+2,01 | 66,26+ 12,04 | 72,24+ 14,46 | 118,58 7,26 | 90,88 +7,50 | 91,58 + 6,77

10. 10 100,77 +6,23 | 80,31 + 10,03 | 70,20+ 18,74 | 79,10+4,84 | 117,99 +4,67 | 102,57 +5,42

3 45,05+ 6,60 | 69,16 +4,41 | 52,48 +18,20| 78,81 +3,07 | 96,59+6,96 | 80,9+ 11,11

50 67,55+13,84 | 70,67 +3,25 | 78,60+8,70 | 127,58 £22,73 | 94,65+ 13,52 | 95,56 + 13,89
14. 10 51,97+10,67 | 8537+9,03 | 75,73 +8,08 | 93,91+7,93 | 63,34+5,19 | 69,81 +9,96
3 67,16 £8,71 | 79,68 £ 13,71 | 75,73+ 7,78 | 84,56 +21,87 | 74,24+ 12,01 | 80,14 + 10,61

5.1 Stanoveni adhese L. gasseri
L. gasseri spfitomnosti konopi adheruje kbunéénym liniim v rozmezi

10 tydnt 0 koncentraci 3 pg/ml k linii Caco-2. Nejvyssi hodnota byla patrna u téhoz vzorku
konopi pii koncentraci 10 pg/ml na téze bunééné linii. Hodnoty adhese L. gasseri k bunééné
linii Caco-2 byly velmi rozmanité a pohybovaly se v intervalu o velikosti 55 %. Naopak u linie
HT29 byly hodnoty vice sjednoceny a dosahovaly hodnot od 66,26 do 85,37 %. Nejvyssi
hodnoty adhese u lini HT29 pak byly patrné v kombinaci L. gassseri s extraktem z konopi
sklizeného ve 14. tydnu (10 pg/ml) a nejnizsi u extraktu z 10. tydne (50 pg/ml).

Pfi pohledu na vysledky adhese laktobacilu L. gasseri lze vidét, ze se ve spousté
piipadech od sebe statisticky vyznamné lisi (viz Obrazek 9).
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Obriazek 9: Adhese L. gasseri — pramérné hodnoty adhese (%) s ptitomnosti konopi k jednotlivym modelim, v
porovnani s kontrolou (100 %).

5.2 Stanoveni adhese L. reuteri

Bylo zjisténo, ze laktobacilus L. reuteri adheruje v hodnotach v rozmezi
10 tydnt o koncentraci 3 pg/ml a nejvyssi hodnoty adhese pak bylo dosazeno u vzorku o staii
14 tydnt a koncentraci 50 pg/ml na buné&né linii HT29. Hodnoty adhese objevujici
vrozmezi 8 %. Hodnoty adhese k linii Caco-2 jsou vice rozmanité, a dokonce ve dvou
piipadech pfesahuji hodnotu 100 % (vzorky sklizené v 10. i 14. tydnu o0 koncentraci 50 pg/ml).

Statisticky vyznamné rozdily jsou zndzornény na Obrazku 10. Nejvice vysokych
statistickych rozdila vykazuje L. reuteri pti kombinaci kultur Caco-2 a HT29 a koncentraci 50
pg/ml.

S 1504
S
g mm 10 tyden Caco-2
"; 100- . 14 tyden Caco-2
.

j 10 tyden HT29
§ 50 mm 14 tyden HT29
& Kontrola

0_

50 10
Koncentrace pg/ml

Obriazek 10: Adhese L. reuteri — primérné hodnoty adhese (%) s piitomnosti konopi k jednotlivym modeliim, v
porovnani s kontrolou (100 %).
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5.3 Stanoveni adhese L. plantarum

Adhese probiotického druhu L. plantarum v kombinaci skonopim adheruje
0d 63,34 do 117,99 %. Ob¢ hodnoty jsou charakteristické pro bunéénou linii Caco-2. Vyssi
hodnota se vyskytuje u vzorku 120 o koncentraci 10 ug/ml, nizsi pak u vzorku 124 pii totozné
koncentraci. Ve vyslecich lze vidét, ze adhese L. plantarum dosahuje ve dvou ptipadech hodnot
pres 100 % - je tomu tak u extraktu z konopi z 10. tydne 0 koncentraci 10 ug/ml na obouch
bunécnych liniich.

Statisticky vyznamné hodnoty v adhesi L. plantarum nejsou tak cetné¢ jako u adhese
L. gasseri a L. reuteri. Nejvyssi statisticky vyznamné rozdily jsou patrné u konopi sklizeného
v 10. tydnu (10 pg/ml) na bunééné linii Caco-2 v kombinaci se vzorky konopi sklizené¢ho
ve 14. tydnu (10 pg/ml; 3 pg/ml) na Caco-2, 10. a 14. tydnu (3 pg/ml) na HT29.
Dale byl prokazan vysoky statisticky vyznamny rozdil mezi extrakty konopi sklizeného
ve 14. (10 ug/ml) a 10. tydnu (10 pg/ml) na HT29 (viz Obrazek 11).

g
g 150-
5 ,
"'6__ 004 - T mm 10 tyden Caco-2
- 14 tyden Caco-2
)
8 mm 10 tyden HT29
L 504 ,
Ei Bl 14 tyden HT29
X mm Kontrola

0_

50 10 3
Koncentrace pg/ml

Obrazek 11: Adhese L. plantarum — primérné hodnoty adhese (%) s pfitomnosti konopi k jednotlivym modeltm,
v porovnani s kontrolou (100 %).

5.4 Porovnani adhese jednotlivych laktobacili

Statisticky byly porovnany mezi sebou i vysledky vlivu pfidanych extraktti z konopi
na adhesi jednotlivych druht laktobacilii k vybranym bunéénym liniim Caco-2, HT29 a smésné
kultuie Caco-2/HT29.

Z vysledki je patrné, ze na bunécné linii Caco-2 dochazi k vyznamnym statistickym
rozdilim adhese L. plantarum v kombinaci s extraktem konopi sklizeného v 10. tydnu (10
ug/ml) od L. gasseri a L. reuteri v kombinaci sobéma vzorky konopi v t€méf vsech
koncentracich (viz. Tabulka 5a).

Na linii HT29 se svoji adhezi od ostatnich vyznamné statisticky li$i L. reuteri se vzorkem
o stafi 14 dni (50 pg/ml). Je zaznamendn statisticky vyznamny rozdil obou vzorkil konopi
ovSech koncentracich ve spojeni s L. gasseri od ostatnich testovanych druht laktobacild.
Nekolika statisticky vyznamnych rozdilt si lze v§Simnou i u L. reuteri s konopim sklizenym
v 10. tydnu (50 pg/ml), a to predevsim s druhem L. gasseri a opét s konopim o stati 10 tydnu
(viz Tabulka 5b).
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Na smésné kultufe je patrny statisticky vyznamny rozdil v adhesi L. reuteri s extraktem
konopi z10. tydne (50 pg/ml) a adhezi vSech testovanych laktobacili vyjma
L. gasseri + 10. tyden (10 pg/ml) na Caco-2, L. plantarum + 10. a 14. tyden (3 ug/ml,
resp. 50 ug/ml) Caco-2. Mnoho statisticky vyznamnych rozdila vykazuje adhese L. reuteri

se vzorkem sklizenym v 10. tydnu (50 pg/ml) na linii HT29 v porovnani s ostatnimi laktobacily
(viz Tabulka 5c).
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Tabulka 5a: Porovnani vlivu konopi na pramérnou adhesi (%) jednotlivych laktobacilt k Caco-2 linii — ANOVA (na hlading p <0,05)

10. 14,
Tyden Kmen L. gasseri L. reuteri L. plantarum L. gasseri L. reuteri L. plantarum
pg/ml 3 10 50 3 10 50 3 10 50 3 10 50 3 10 50 3 10 50
3 ek N N N NI Bt T T il BN N N N N * N N e
L.gass 10 Hohkk ok | ek N N N N N N = N N N N N N N
50 N wees N N N | wwwx woee oo [N N N N N N N N e
3 N S N N | e weee N N N N N N N N **
10.  L.reut 10 N N N N N N N N N N N N o N N N
50 N N N N N N = N N N N N N N N N N
3 e NIt B S N N N N wx N N N N N N N
L. plan 10 S—— N sk | ek ek ok N N Sk ek ek *ox ok N WU N
50 B N N N N N o N N N N N N
3 N N N N N N ekl N N N N N N N N
L. gass 10 Fkx N N N Fkkk okkk *x N N N N N N N *x
50 N N N N N N N il N N N N N N N N N
3 N N N N N N ** N N N N N N N N N
14, L. reut 10 N N N N N N N ** N N N N N N N N
50 * N N N N N N ** N N N N N N N N
3 N N N N N N N Fkk N N N N N N N N
L. plan 10 N N N N N N N falakaled N N N N N N N N N
50 kol N Fekkx il N N N N N N Fx N N N N N N

(%, %% FH* FRrx _mezi vzorky existuje statisticky vyznamny rozdil na hlading p < 0,05; N — mezi vzorky neni statisticky vyznamny rozdil na hladiné p < 0,05)
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Tabulka 5b: Porovnani vlivu konopi na pramérnou adhesi (%) jednotlivych laktobacild k HT29 linii — ANOVA (na hlading p <0,05)

Tyden 10. 14,

Kmen L. gasseri L. reuteri L. plantarum L. gasseri L. reuteri L. plantarum
pg/ml 3 10 50 3 10 50 3 10 50 3 10 50 3 10 50 3 10 50
3 N N N N falekaied N N N N N N N N flokaled N N N
L. gass 10 N N N N * N N N N N N N N wx N N N
50 N N N N ekl N N N N N N N N ekl N N N
3 N N N N N N N N N N N N N ** N N N
10. L. reut 10 N N N N N N N N N N N N N wx N N N
50 kel * il N N * N N ** N Fokk N N N ** Hkkk N
3 N N N N * N N N N N N el N N N
L. plan 10 N N N N N N N N N N N N N N N N
50 N N N N N N N N N N N N N N N N
3 N N N N N il N N N N N N N falekal N N N
L. gass 10 N N N N N N N N N N N N N ** N N N
50 N N N N N falekel N N N N N N falokaied N N N
3 N N N N N N N N N N N N * N N N
14. L. reut 10 N N N N N N N N N N N N N N N N
50 - *ok - *x *x N ok N N - *x N— * N . N
3 N N N N N il N N N N N N N N falekal N N
L. plan 10 N N N N N ko N N N N N N N N falokaied N N

50 N N N N N N N N N N N N N N N N N

(%> Fx* Fxx* L mezi vzorky existuje statisticky vyznamny rozdil na hladiné p < 0,05; N — mezi vzorky neni statisticky vyznamny rozdil na hladiné p < 0,05)
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Tabulka 5c¢: Porovnani vlivu konopi na primérnou adhesi (%) jednotlivych laktobacili ke smésné kultute Caco-2/HT29 — ANOVA (na hladiné p <0,05)

Tyden 10. 14,
Kmen L. gasseri L. reuteri L. plantarum L. gasseri L. reuteri L. plantarum
pg/ml 3 10 50 3 10 50 3 10 50 3 10 50 3 10 50 3 10 50
3 N * N N N [ * [P — * _— N U — *x N —
L. gass 10 N N N N N N N N N N N N N N N N N N
50 N N N N N a— * e * N— N *x T * N —
3 N N N N N faleiaiel N faleiaiel *x N * N N ** faleiaied N N falal
10. L. reut 10 N N N N N ekl N N N N N N N N ekl N N N
50 N N N N N N N N N N N N faleiaied N N N
3 N N N N N N N N N N N N N N N N N
L. plan 10 il * faleiaiel * * N * N N N N N wx * faleiaied *x falekaied N
50 N N N N N N N N N N N N N N
3 N N N N N ekl N N N N N N N falakaied N N N
L. gass 10 N N N N N kel N N N N * N N ** ekl N N falel
50 N N N N N kel N N N N N N N N falekaied N N N
3 N N N N N i N N N N N N N N FrK N N N
14. L. reut 10 N N N N N *x N kel *x N N N N N falekel N N N
50 N N N N N *x N * N N N N N N falekel N N N
3 N N N N N ikl N N N N N N N N falakaied N N N
L. plan 10 N N N N N kel N * N N N N N N falekaied N N N
50 N N N N N N N N N N N N N N N N N N

(%, %7, > ** F42* - mezi vzorky existuje statisticky vyznamny rozdil na hladin€ p < 0,05; N — mezi vzorky neni statisticky vyznamny rozdil na hladiné p < 0,05)
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6 Diskuze

Zdravy stfevni mikrobiom ¢lovéka se odhaduje na 10** mikroorganismi, které spole¢né
koéduji 3-4 miliony genti, tedy 150x vice nez je lidsky genom. Je zodpovédny za spoustu
fyziologickych procesti v lidském téle. Stievni mikrobiotu ovliviiuje celd fada wvnéjSich
a vnitinich faktord, zahrnujici vék, zplisob zivotniho stylu, 1é¢bu antibiotiky nebo chronické
nemoci a spousta dalSich faktord. Pokud dojde ke kvalitativnim ¢i kvantitativnim zméndm,
a tak i naruseni stievni mikrobioty, mize dojit k dysbiéze. Dysbidéza muze vyustit v infek¢ni
nebo neinfekéni nemoc (Mizock 2015) a kjeji 1é€bé se pak vyuzivaji probiotika
(Behnsen et al. 2013).

Probiotika jsou zivé mikroorganismy majici pozitivni zdravotni vliv na svého hostitele
(Sanders et al. 2018; Plaza-Diaz et al. 2019). Mechanismy G¢inku probiotik zahrnuji modulaci
imunitniho systému, vhodnou interakci se stfevni mikrobiotou, produkci SCFA
(Sanders et al. 2018) a antimikrobialnich latek a interakci na ose stfevo-mozek (Plaza-
Diaz et al. 2019).

Stimulace systétmu muze byt dana jako adhese probiotickych organismi
(Kadlec &Jakubec 2014). Pozitivni ucinek adhese spociva v soutézeni probiotickych
mikroorganisml s patogennimi o mista slouzici jako zdroj Zivin a energie. Bez pfilnuti
patogenniho organismu K epitelu stfeva nemuze dojit ke kolonizaci stfev a naslednému $ifeni
infekce a dojde misto toho k jeho vylouceni (Singht et al. 2013).

Pro analyzu bakteridlnich interakci se stievnimi buitkami je k dispozici nékolik technik
in vitro, které simuluji adhesi k hostiteli. Nejbéznéji vyuzivané jsou kultury kolorektalniho
karcinomu Caco-2 a HT29 (Celebioglu & Svenssonova 2018). V ramci nasi prace byly vyuzity
oba tyto modely a byla zjistovana adherenéni schopnost probiotickych kment L. gasseri,
L. plantarum a L. reuteri.

Byla zkoumana interakce probiotik s extrakty konopi, konkrétn¢ vliv konopi na adhesi
probiotik. Konopi je komplexni rostlina obsahujici vice nez 1400 chemickych latek.
Prevladajicimi latkami jsou pro konopi unikatni kanabinoidy, konkrétné CBD, A9-THC, CBG
a dalsi (Atakan 2012). Dalsimi nemén¢ dtlezitymi latkami konopi jsou terpenické slouceniny,
fenolické latky, alkaloidy, aminokyseliny, cukry aj. (Andre et al. 2016). VSechny zminéné latky
maji vyznamny vliv na zdravi ¢lovéka (Landa et al. 2020). Konkrétné& u polyfenoll bylo studii
Volstatové et al. 2017 potvrzeno zvySeni adhese probiotickych kment L. gasseri a L. casei
k modelu stfevniho epitelu Caco-2 a HT29, tudiz existuje hypotéza, Ze extrakt konopi bude mit
rovnéz vyznamny vliv na adhesi probiotickych mikroorganismti. AvSak nebyla zatim
provedena konkrétni studie, ktera by toto tvrzeni pfimo zkoumala a potvrdila, nebo ho naopak
vyvratila.

Biologicky aktivni latky obsaZené v konopi, naptfiklad myrcen, a-pinen a B-pinen, B-
karyofylen, o-humulen, limonen, linalooly, terpinolen a dalsi (Nissen et al. 2010;
Frassinetti et al. 2020; Janatova et al. 2022), ptisobi na bunky stfevniho epitelu a rovnéz
na vlastni bakterie v travicim traktu, jak publikoval Gjawali & Ibrahim (2012). Fenolové
slouceniny maji vliv na zivotaschopnost a rist probiotik. Ukazalo se, ze fenolické slouceniny
rostlin ve vétSiné pripadt s koncentracemi v rozmezi 2,5-45 ug/ml aktivuji rust stievni
mikrobioty (Volstatova et al. 2017), konkrétné¢ laktobacili a bifidobakterii. Zjistil také,
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ze chlorogenova a kavova kyselina obsazena v konopi pak inhibi¢ni a antimikrobialni aktivitu
proti patogennim mikroorganismim (Gjawali & Ibrahim 2012).

Mimo tyto dvé latky, také kvercetin, obsazeny V semenech konopi, ma prokazatelné
inhibiéni vliv na patogenni bakteric. Konkrétné u kvercetinu (koncentrace 5, 10, 22,5
a 45 pg/ml) pak bylo prokazano statisticky vyznamné zvySeni hydrofobicity bunétného
povrchu laktobacilii, coz vykazuje souvislost s adhezi probiotickych organismii ke stftevnimu
epitelu (Santos et al. 2019). Kvercetin o koncentraci 0,53 a 0,002 pg/ml byl ve studii
Volstatové et al. (2017) vyhodnocen jako nejaktivnéj$i pouzity polyfenol, ktery zvySoval
adhesi L. gasseri az 0 95 %. V té€sném zavésu pak byla chlorogenova kyselina, ktera zvySovala
adhesi probiotickych organismii o nejméné 50 %. Zavérem jeji studie je fakt, ze fenolické latky
siln¢ napomahaji adhesi probiotickych laktobacild, a tak i kolonizaci stievni sliznice.

V nasi praci vSak praimérnych hodnot adhese nad 100 % dosahlo pouze 5 vzorkd. Jednalo
se 0 L. gasseri na Caco-2 linii s extraktem konopi sklizeného v 10. tydnu (10 pg/ml), L. reuteri
na HT29 s obéma extrakty konopi (oba 50 ug/ml), kdy siln&jsi byl ten z 14. tydne a nakonec
i L. plantarum na obou liniich s konopim z 10. tydne (oba 10 pg/ml). Toto mize byt vysvétleno
tim, ze kmeny L. reuteri a L. plantarum maji dobrou adhesivni schopnost k bunéénym liniim
a hlenu (Jensen et al. 2012). Studie Dimitriho et al. (2014) zkoumajici tendence jednotlivych
kment laktobacilt k adhesi k bunééné linii Caco-2 toto tvrzeni potvrdila. Zjistila totiz, ze kmen
L. plantarum, a v tomto pfipadé i L. gasseri maji v porovnani s ostatnimi nejvyssi tendenci
k adhesi, nezkoumal vSak ve své studii L. reuteri. To na rozdil od n&j zkoumal ve své studii
Jensen et al. (2012) porovnavajici adhesivni schopnosti riznych laktobacila — potvrdil
vybornou schopnost adhese u L. reuteri k burikdm Caco-2.

Spoleéné pro vzorky dosahujici adhese nad 100 % bylo stafi 10 tydnd. Nejvyssich
pramérnych procentudlnich hodnot adhese pak dosahoval kmen L. plantarum, kdy adhese
dosahovala ¢asto pres 90 %. Konopi staré 14 tydnd, vyjma L. gasseri takto vysokych hodnot
adhese nedosahovalo.

Vzhledem k faktu, Ze obsah kanabinoidi, terpenti i dal$ich biologicky aktivnich latek
v konopi se v pribéhu rdstu meéni, je nacasovani sklizné klicovym faktorem k ovlivnéni
kone¢ného chemického slozeni (Jin et al. 2019). Ke spravnému urceni sklizné je idedlni
kaZzdodenni sledovani rostliny — maximalni vytéznost s ohledem na chemické sloZeni nastava
pfi zméné barvy trichomid na bilou barvu, piipadné¢ svétle hné€dou az jantarovou
(Ubeed et al. 2022). Typicka doba sklizn¢ rostliny se dle literatury pohybuje od 7 do 14 tydnu
(Janatova et al. 2018; Massuela et al. 2022). Tento casovy interval zahrnuje
I nase dva zkoumané extrakty z konopi sklizené v 10. a 14. tydnu zivota rostliny. Jelikoz
je optimalni rozsah sklizn¢ dosti Siroky, zajimal nas rozdil mezi tydny.

Studie Massuela et al. (2022) testovala obsah biologicky aktivnich latek (konkrétné THC
a CBD) v zavislosti na dobé¢ sklizné od 6. do 12. tydne. Vysledky jeho studie zjistily nejvyssi
koncentraci latek v 9.-10. tydnu sklizné rostliny a od té doby byl sledovan klesajici trend
obsahu biologicky aktivnich latek v extraktech. Potvrdil tim domnénku, Ze koncentrace latek
V rostlinich mulZe souviset se starnutim rostlin, kdy nedochdzi k tak intenzivni syntéze
metabolitl. V1iv vyspé€losti konopi na obsah sekundarnich metaboliti zkoumala také studie
od Tremlové et al. (2020). Doslo zde k porovnani slozeni 3 extraktti z konopi sklizeného
v10.,15. a 19. tydnu. Pfi analyze polyfenoli doslo ke zjisténi, ze celkovy obsah
polyfenolickych slou¢enin dosahoval maxima v 10. tydnu a minima v 15. tydnu,
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obsah polyfenold tedy starnutim klesal. Nasledn¢ byly sledovany terpeny, které dosahly
identickych vysledkt jako v ptipad¢ polyfenolli — po 15. tydnu jejich obsah opét vyznamné
klesal. Totéz bylo potvrzeno také u kanabinoidii, tudiZz je potvrzena vySe zminéna studie
Massuela et al. (2022), ktery dosahl v pfipadé kanabinoidi stejnych vysledki.
Tremlova et al. (2020) zkoumala navic vliv data sklizné na obsah THC v konopi, které jako
jediné vykazovalo zvySujici se koncentraci s postupem casu. Z naSich vysledku, kdy u konopi
ze 14. tydne nedochazelo kvyraznému zvySeni adhese probiotickych kmenu,
se da predpokladat, ze samotné THC nema piimy pozitivni vliv na zvyseni adhese a muize
tak mit i na svédomi adhesi probiotickych kmenti nedosahujici ani 100 %.

Vzhledem Kk dostupné literatufe (Janatova et al. 2018; Jin et al. 2019;
Tremlova et al. 2020; Massuela et al. 2022) je ziejmé, ze obsah bioaktivnich latek v konopi
S postupem zrani vyrazné klesa a byl tak potvrzen vliv doby sklizn¢€ konopi na obsah biologicky
aktivnich latek v jeho extraktech. Konopi sklizené v absolutni zralosti by mélo byt chemickym
sloZenim rozmanitéjsi a hodnotnéjsi nez konopi dosahujici vysokého stafi. Polyfenoly i terpeny
nachdzejici se v rostlinach konopi maji mimo zdravi prospé$né ucinky potvrzeny i ucinek
na zvyseni adhese probiotickych organismt az o 50 %. Lze tedy tvrdit, ze s vy$§im obsahem
biologicky aktivnich latek v konopi, by méla rist i primérna adhese laktobacill ke stfevnimu
epitelu. V nasem piipad¢ toto potvrzeno bylo, jelikoz praimérna adhese laktobacild s pfidanymi
extrakty konopi sklizeného v 10. tydnu dosahovaly vysSich primérnych hodnot adhese
nez extrakty konopi sklizeného ve 14. tydnu. Jelikoz konopi je ale rostlinou s pievladajicimi
kanabinoidy jako bioaktivnimi latkami, tak fenolické i terpenické latky pak s vysokou
pravdépodobnosti nevykazuji dostate¢ny U¢inek na celkové zvySeni adhese nad 100 %.
Tento fakt mlze byt vysvétlen cytotoxickymi uCinkymi kanabinoidnich latek,
které jsou povazovany za inhibitory tvorby a rtstu nadort (Janatova et al. 2022).

Fytokanabinoidy maji prokazatelné protinadorové vlastnosti, véetné inhibice bunécné
migrace, proliferace a angiogeneze a indukce apoptozy v rakovinnych bunkach. Kanabinoidni
latky totiz spoustéji smrt rakovinnych bunék prostfednictvim riznych cest pfenosu signalu,
véetné oxidativniho stresu, zastaveni bunééného cyklu, autofagie a apoptozy (Peeri et al. 2021;
Peeri & Koltai 2022). Konkrétné THC inhibuje rist rakovinnych bunék a spolu s CBD vykazuje
synergickou inhibici bunééné proliferace v bunéénych liniich (Mazuz et al. 2020;
Peeri & Koltai 2022). Tento synergismus je znamy pod pojmem ,efekt doprovodu‘
a jedna se bud’ o ,,intra-entourage* — synergysmus mezi fytokanabinoidy, nebo o tzv. ,inter-
entourage®, coZ znamend posileni biologické aktivity prostfednictvim interakce
fytokynabinoidi a dalSich sekundarnich metabolitii konopi (Peeri & Koltai 2022), napf. terpeny
(Janatova et al. 2022).

Lze tvrdit, Ze pokud bude skutecné potvrzen cytotoxicky ucinek fytokanabinoid
v kombinaci s dal§imi biologicky aktivnimi latkami, jako jsou terpeny ¢i polyfenolické latky,
na bunky kolorektalniho karcinomu v in vitro modelech, musi adhese probiotickych kment
dosahovat rovnéz nizsich hodnot. S tmrtim bunék v modelu totiz ztraci model i sva mista
adhese pro probiotické mikroorgsnismy. Toto potvrzuje ve své studii zabyvajici se selektivni
cytotoxickou aktivitou extraktli z konopi Janatova et al. (2022). Zjistila totiz, ze nékteré
biologicky aktivni latky konopi, konkrétné napt. myrcen, B-elemen, B-selinen, a-bisabololoxid,
B-ocimen a PB-karyofylenoxid, pozitivné ovliviiuji selektivitu cytotoxické aktivity
proti nadorovym bunikam. VSechny zkoumané extrakty vykazovaly toxické ucinky na bunécné
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linie kolorektalniho karcinomu HT29 a Caco-2. Vliv konopnych extraktii na bunécné linie
Caco-2 a HT29 zkoumala rovnéz Moccia et al. 2019 a také potvrdila schopnost biologicky
aktivnich latek konopi aktivovat apoptickou bunéénou smrt rakovinnych bunék. Zaroven
je Frassinettim et al. (2020), ktery zkoumal antimikrobialni a antibiofilmovou aktivitu extraktu
semen Cannabis sativa povrzeno, ze extrakty z konopi vykazuji sice antimikrobialni aktivitu
vuci patogennim mikroorganismim, ale souc¢asné¢ nevykazuji zadné inhibi¢ni vlastnosti proti
probiotickym bakteriim.

Cytotoxicky vliv biologicky aktivnich latek obsazenych v konopi na rakovinné bunky
tedy vysvétluje nase vysledky, kdy adhese probiotickych kmend ve vétSin¢ piipada
nedosahovala hodnot nad 100 %. Fenolické latky i terpeny pak vykazuji s fytokanabinoidy
synergicky cytotoxicky efekt a podporuji schopnost vyvolat bunécnou smrt. I pfes to,
ze tyto latky maji prokazany uc¢inek zvySovat adhesivni vlastnosti zdravi prospéSnych
mikroorganismd, je tedy nutno brat v potaz i tuto jejich schopnost a vysvétlit tim i nase
vysledky.

44



[ Zavér

V této diplomové praci byl prokazan vyznamny vliv konopi Vv rozdilném stupni zralosti
na zvySeni adhese probiotickych kmenti L. reuteri, L. gasseri a L. plantarum na bunky v in vitro
modelu Caco-2 a HT29. V 5 piipadech probiotické organismy s pfidanymi vzorky konopi
adherovaly s praimérnymi hodnotami adhese piesahujici 100 %. Hypotéza tvrdici, ze uzivani
konopi ma vyznamny vliv na zvySeni adhese bakterii mlééného kvaSeni na buiky
gastrointestinalniho traktu byla potvrzena konkrétn¢ u vzorka L. gasseri na Caco-2 linii
s extraktem konopi z 10. tydnu (10 pg/ml), L. reuteri na HT29 s obéma extrakty konopi
(50 pg/ml) a L. plantarum na obou liniich s konopim z 10. tydne (10 pg/ml).

Nejvyssi praimérné adhese dosahlo L. reuteri na bunééné linii HT29 s extraktem konopi
o stari 14. tydni s koncentraci 50 pg/ml, a to 127,58 %. Naopak nejnizsi adhese vykazovalo
L. gasseri s extraktem konopi z 10. tydne o koncentraci 3 pg/ml na bunétné linii Caco-2
hodnotou 45,05 %. Extrakty z konopi sklizeného v 10. tydnu vSak dosahovaly Casto vyssich
prumérnych hodnot adhese, nez vzorky staré¢ 14 tydnt. Byl prokazan vliv stupné zralosti
rostliny na obsah biologicky aktivnich latek v jejich c¢astech. S postupem zrani obsah
biologicky aktivnich latek v konopi vyrazné klesal.

Fytokanabinoidy spolu s fenolickymi latkami a terpeny obsazenymi v konopi vykazuji
protinadorovou aktivitu. Cytotoxicka schopnost téchto latek mtize mit na svédomi snizeni poctu
bunék ve zkoumanych in vitro modelech, a tak i niz§i mnozstvi buné€k, ke kterym by mohly
probiotické kmeny adherovat. Tudiz nemtize byt dosazeno vyssich primérnych procentudlnich
hodnot adhese.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

BMK Bakterie mlé¢ného kvasSeni

CBD Kanabidiol

CBG Kanabigerol

CNS Centralni nervova soustava

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s medium

FBS Fetalni bovinni sérum

GIT Gastrointestinalni trakt

IBD Zanétlivé onemocnéni stiev

MTX Methtrexat

MUB Mucin vézajicic proteiny

MUC Muciny

PBS Fosfatovy pufr

PTS Prolinové, threoninové a serinové vrstvy

SAKL Statni agentura pro 1é¢ebné pouziti

SCFA Mastné kyseliny s kratkym fetézcem, Short chained fat acids
SUKL Statni uiad pro kontrolu 1é¢iv

THC A9-tetrahydrokanabinol

WHO Svétova zdravotnicka organizace, World health organisation
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