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ABSTRAKT

PiedloZzena diplomova prace se zabyva vlivem preparati s kanabinoidy (potravinovy
doplnék Cannasan IMUNO, zubni pasta Cannasan) na oralni mikrobiom. Literarni reSerSe
pojednava zejména o slozeni oralniho mikrobiomu a faktorech, jenz ho ovliviiuji. Nasleduje
prehled metod pouzivanych k identifikaci ordlni mikrofléry a charakteristika kanabinoidi se
zaméfenim na jejich vyuziti. V experimentalni ¢asti byly zhodnoceny vysledky testovanych
preparatti. Kultivacni metodou byla po uzivani preparati Cannasan posuzovana zména poctu
aerobnich a anaerobnich mikroorganismi. Dale byla k hodnoceni antibakterialnich G¢inka
téchto preparatd vyuzita diskova difuzni metoda. Taxonomicka analyza mikrobialnich
spoleCenstev pied a po uzivani preparatli Cannasan byla realizovana metodou sekvenovani
nové generace (NGS) na platform¢ Illumina. U zubni pasty Cannasan byl sledovan také vliv
na zménu barvy zubt, ktery nebyl potvrzen. Z dosazenych vysledku studie je patrné, ze vliv

na oralni mikrofloru lze ptisuzovat vyhradné potravinovému doplitku Cannasan IMUNO.

Kli¢ova slova: Ustni dutina, oraIni mikrobiom, konopi, kanabinoidy, NGS

ABSTRACT

This thesis investigates the effect of cannabinoid preparations (Cannasan IMUNO food
supplement, Cannasan toothpaste) on the oral microbiome. Literature search focuses mainly
on the oral microbiome composition and the factors influencing it. Consequently, the works
outlines a review of methods used for identifying the oral microflora and a characterization
of cannabinoids with a focus on their use. The experimental part presents an evaluation
of results from the tested preparations. The change in the number of aerobic and anaerobic
microorganisms after using Cannasan preparations was assessed using the culture method.
Furthermore, the disc diffusion method was used to evaluate the antibacterial effects of these
preparations. The taxonomic analysis of microbial communities before and after using
Cannasan preparations was performed using the next generation sequencing (NGS) method
on the lllumina platform. The effect of Cannasan toothpaste on tooth color change was also
monitored, yet not confirmed. The study results demonstrate that the effect on the oral

microflora can be attributed exclusively to the Cannasan IMUNO food supplement.

Keywords: oral cavity, oral microbiome, cannabis, cannabinoids, NGS
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UvoD

Povédomi o Gc¢incich Cannabis sativa neboli konopi setého saha az do starovéku, pti¢emz
vétsina jedincli ma tuto rostlinu spojenou pievazné s drogovym charakterem. V dnesni dobé
se vSak pozornost upird k tzv. technickému konopi, které se vyznacuje vysokym obsahem
kanabidiolu (CBD) a zéaroven velmi nizkym obsahem psychoaktivni slouceniny (THC).
Tento trend je doprovazen narUstajicimi studiemi ucinkt kanabinoidi z hlediska
pramyslového, potravinarského ¢i kosmetického vyuziti. V budoucnu lze tedy ocekavat
nékolikanasobné zvyseni produkti z konopi na globalnim trhnu, coz fadi tuto rostlinu mezi

slibné suroviny s hlavnim symbolem udrzitelného zeméd¢lstvi.

Oralni mikrobiom je oznaceni souboru vSech mikroorganismii kolonizujicich dutinu Ustni.
Jedna se pfevazné o bakterie, v mensi mife jsou zde zastoupeny také viry, archea, houby
a prvoci. Zubni plak se tvofi kombinaci slin, tekutin a zbytkdi potravin usazenych
na povrchu zubli a linii dasni. Obsahuje tisice bakterii, které pfeménuji zbytky jidla
na kyseliny, coz nakonec vede k iniciaci zubnich onemocnéni, jako je zubni kaz, zanét dasni
a paradentoza. Slozeni mikrobiomu ma tedy zésadni vliv na patologické projevy v ustni
duting. Pfi¢emz kompozici a mnoZstvi pfitomnych mikroorganisma ovliviiuje cela fada
faktort. Studium oralni mikroflory je tedy nezbytné pro charakterizaci zdravé Ustni dutiny

a jeji odlisSeni od patogeneze.

Tato diplomova préace je zaméfena na zjisténi mozného pozitivniho vlivu na slozeni ordlni

mikrofléry uZivanim preparatl s pfirodnimi fytokanabinoidy.
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I. TEORETICKA CAST
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1 DUTINA USTNI

Ustni dutina (Usta) umoziiuje vstup potravy a vzduchu do téla. Piedstavuje tedy soudast
lebky s mnoha fyziologickymi funkcemi jako jsou dychani, kousani, Zvykani a polykani.
Usta také hraji hlavni roli pii produkei fedi prostiednictvim pohybi jazyka, rti a tvaii. Mezi
dalsi struktury st zapojené do produkce zvuki patii tvrdé a mekké patro [1]. Dutina ustni
zaCina jako Stérbina Ustni a sahd az k zuzeni na prechodu do hltanu, které se nazyva uzina
hltanova [2]. Zevni ohraniCeni dutiny Ustni vytvafi rty, vnitini zubni oblouky a dasné, bo¢ni
tvate, zadni nosohltan, dolni spodina dutiny Gstni s jazykem a potenciélni strop tvoti mékké
a tvrde patro [2-4]. Soucasti jsou také zuby, dasné a svaly, které spolu s jejich §lachami,
cévami a nervy udrzuji funk¢énost dutiny Ustni [3]. Dutina ustni je zubnimi oblouky rozdélena
na piedsiin a na vlastni dutinu Gstni. Pfi sevienych zubech komunikuje pfedsin s vilastni
dutinou Gstni jen malymi Stérbinami mezi zuby a vpravo i vlevo mohutnéjsi Stérbinou

za poslednimi stoli¢kami [2].

1.1 Anatomie dutiny astni

Anatomicky je Ustni dutina organem traviciho systému a sklada se pievazné z mékkych
a tvrdych tkani. Rty, tvafe, jazyk, dasné, patro a patrové madle fadime mezi mékké tkang,
zatimco zuby patifi do skupiny tvrdych tkani [3]. Na Obr. 1 je znazornén celni pohled

na Ustni dutinu s jejimi jednotlivymi ¢astmi.

Dasen Rty
Tvrdé patro Mekké patro
Hrbet jazyka Tvare
Hltan

Hrazené papily
- Listovité papily
oy Houbovité papily

Nitkovité papily

Obrézek 1 Celni pohled na tstni dutinu — upraveno dle [4]
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Rty formuji pfedni hranici vnéjsiho otvoru Gstni dutiny a tvofi je dvé silné fasy: horni a dolni
ret. Oblasti horniho a dolniho rtu se setkavaji v Ustnich koutcich a uzaviraji svymi volnymi
okraji horizontalni §térbinu tstni. Rty se skladaji ze ¢tyt vrstev tkané: kozni, svalové, zlazové
a slizniéni. Vné&j§i ¢ast rta je spojita s kuzi, zatimco vnitini povrch je plynule spojen se
sliznici Gst [2, 5]. Keratinizovany stratifikovany dlazdicovy epitel vné&jsi kuze prechazi
na tenkou, nekeratinizovanou sliznici, ktera poskytuje souvislou vystelku pies vSechny
struktury ustni dutiny kromé& zubi [1]. Kostru rtd tvofi kruhovy sval ustni, do kterého se
upina zna¢né mnozstvi svall, které se podileji na tvaru Sté€rbiny tstni. Kontrakce tohoto svalu
béhem procesu polykani zajiStuje dostatecné utésnéni, aby se zabranilo uniku potravy

z dutiny Gstni [1, 4].

Patro predstavuje strop ustni dutiny a tvofi horizontalni ptepazku mezi Gsty a dutinou
nosni [2]. Déli se na dvé hlavni &asti, pficemz kazda z nich ma specifické vlastnosti
souvisejici pfimo s roli, kterou hraji pfi riznych oralnich funkcich. Tvrdé patro je pokryto
keratinizovanou sliznici a podporovéano tvrdou kostnatou strukturou spodni ¢asti horni Celisti
a patrovou kosti, kdezto navazujici me&kké patro tvoti prevazné svaly a slinné zlazy. Mékké
patro oddéluje ustni dutinu od nosohltanu a zaroven ho zakryva béhem procesu polykani,
aby zabréanilo vstupu potravy do dutiny nosni [3]. Mé&kké patro lze charakterizovat jako
pohyblivou ploténku, ktera se od tvrdého patra sklani Sikmo dozadu a dold, zatimco sliznice

tvrdého patra pevné srista s periostem kosti, a proto je nepohybliva [2].

Jazyk zaujima hlavni ¢ast ustni dutiny a sklada se z epitelu, nékolika kosternich svalt, nervii
a pojivovych tkani. Na jazyku rozeznavame koten, ktery se nachazi v zadni Casti jazyka,
stfedni ¢ast neboli télo a pfedni voln¢ pohyblivou ¢ast, kterou nazyvame hrot jazyka [2].
Svalova struktura jazyka se sklada z vnitinich a vné&jSich svalii. Vnitini svaly v jazyku
zaCinaji 1 kon¢i a jsou uspotfadany ve tfech navzdjem kolmych smérech: svisle, podélné
a pricné. Vnéjsi svaly vy¢nivaji, méni polohu jazyka a funguji pfevazné pii jeho zatahovani,
stlacovani ¢i zveddni. Spole¢n€ vnitini a vnéjsi svaly usnadiiuji pohyby jazyka b&hem
zvykani, polykani a artikulaci feéi [5]. Pohyby jazyka také pomahaji odstranovat zbytky jidla
z Gstni dutiny [4]. Sliznice jazyka je kryta mnohovrstevnym dlazdicovym epitelem a odlisuje
se od zbytku ustni sliznice pfitomnosti papil, které pokryvaji jeji hibetni povrch a dodavaji
jazyku charakteristickou drsnou strukturu. Jazykové papily lze rozlisit podle tvaru na ¢tyii
hlavni typy: nitkovité, houbovité, listovité a hrazené papily. Chut'ové poharky jsou pfitomny

v epitelu listovitych a hrazenych papil [2, 5].
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Fylogeneticky jsou zuby velmi staré utvary dutiny astni, sloZzené z tvrdych tk&ni. Vy¢nivaji
Z alveolarnich vybézkt horni a dolni cCelisti ve dvou obloukovitych tadach a slouzi
k uchopovani, déleni a rozmélnovani potravy. Korunka, kréek a koten tvofi tfi hlavni ¢asti
zubu. Tkané zubu jsou velmi tvrdé a obsahuji vysoké procento mineralnich latek. Zubovina
neboli dentin, vytvari hlavni hmotu zubu. Sklovina kryje povrch korunky a zubni cement
pokryva povrch kotene a krcku. Lidsky chrup obsahuje zuby rizné€ tvarované, a tim 1 funkéné
specializované. Jedna se o fezdky, Spicaky, tienové zuby a stolicky. Déasné jsou mekké
sliznice kryjici alveolarni vybézky Celisti, které chrani kofeny zubti pfed kazem a zaroven

pomahaji drzet zuby na svém misté [2].

1.2 Slinné Zlazy st

Slinné Zlazy jsou Cetné exokrinni zlazy, jejichz kanalky usti do dutiny ustni. Z hlediska
velikosti rozliSujeme dva hlavni typy slinnych zlaz, a to malé a velké. Malé slinné zlazy
produkuji sliny nepietrzité a lze je nalézt jak v piedsini, tak ve vlastni dutin€ tstni. Opakem
jsou velké slinné zlazy, které secernuji sliny pouze na zéklad€ nervového podnétu. K velkym
slinnym Zlazam patii zlaza pfiusni, Zlaza podjazykova a zlaza podcelistni. Dle povahy
sekretu se slinné zlazy dale klasifikuji na: serosni (produkujici tidky sekret), mucindzni
(produkujici hlenovity sekret) a smiSené, tzv. seromucindzni zlazy [2, 6]. Serosni slozka
obsahuje enzymy S$tépici polysacharidy, zatimco hlenovita mucindzni slozka tvaruje
a pripravuje sousto k polknuti a ¢ini jeho povrch hladkym. Jejich distribuce na sliznici Gst,

a tim i kvalita produkovanych slin se misto od mista charakteristicky méni [2].

Sekrece slin je reflexni funkce zavisla pfedevsim na aferentni stimulaci. Sliny jsou tvotfeny
Z vice nez 99 % vodou a velmi malym mnozstvim anorganickych a organickych latek, které
umoznuji slindm plnit mnoho dulezitych funkci. Mezi jednu z hlavnich roli slin patii
produkce mucinu, ktery ptsobi jako lubrikant pii procesech zvykani, polykani a mluveni.
Slizni¢ni film chréni sliznici Gst a udrzuje ji neustdle vlhkou. Mineralni latky obsazené

ve slinach pomahaji udrzovat integritu zubni skloviny a pusobi jako pufr [6].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

2 ORALNI MIKROBIOM

Lidsky mikrobiom je ozna¢eni pro komunitu mikrobialnich obyvatel nachazejicich se uvnitf
a na povrchu lidského téla. Tento termin vytvofil Joshua Lederberg k charakteristice
ekologické komunity symbiotickych, komenzalnich a patogennich mikroorganismt [7].
Pojmenovani oralni mikroflora, ordlni mikrobiota ¢i oralni mikrobiom nalezi
mikroorganismiim, které kolonizuji lidskou Ustni dutinu. Patii mezi né pfedev§im bakterie,

dale pak v mensi mife viry, archea, houby a prvoci [7, 8].

2.1 Bakterialni slozeni oralniho mikrobiomu

Souhrnny pocet bakterialnich druht, které byly detekovany v orélnich vzorcich analyzou
mikrobiomu na bazi deoxyribonukleové kyseliny (DNA), piesahuje 700. Toto Cislo zahrnuje
jednak zadkladni skupinu druht, které jsou pritomny prakticky u kazdého jedince,
tak 1 skupinu druhti ptitomnych variabiln€ v reakci na Zivotni styl a genotypové determinanty
jednice [7, 9]. 1zolovéano, kultivovano a pojmenovano bylo jiz vice nez 250 druht, pfi¢emz

se nepochybné o¢ekava dalsi identifikace novych druhu [10].

Firmicutes, Fusobacteria, Spirochaetes, Bacteroides, Actinobacteria a Proteobacteria tvori
Sest hlavnich bakterialnich kment, které definuji zakladni oralni mikrobiom uréeny béznou
povahou dutiny Gstni mezi jednotlivci [8, 11]. V mensi mife jsou zde piitomny bakteridlni
kmeny Tenericutes, Synergistetes, Chlamydiae, Chloroflexi a Saccharibacteria (znamé také
jako TM7) [8].

Oralni bakterie z kmene Firmicutes se dale déli na tfidu Bacilli, ktera zahrnuje obligatné
¢i fakultativné aerobni druhy, tfidu Clostridia, jejichz druhy jsou anaerobni a tfidu
Erysipelotrichia. Z ttidy Bacilli je v dutiné ustni nejhojnéji zastoupen rod Streptococcus,
dale pak rody Abiotrophia, Gemella a Granulicatella. Pfevazna vétSina lidskych oralnich
bakterii z tridy Clostridia spadd do celedi Veillonellaceae, Lachnospiraceae
a Peptostreptococcaceae. Pricemz celed” Veillonellaceae, diive znama po nazvem
Acidaminococcaceae, je nejvétsi a zahrnuje rody Veillonella, Selenomonas, Anaeroglobus,
Centipeda, Dialister a Megasphaera. Z tridy Erysipelotrichia lze v oralnim mikrobiomu
nalézt nasledujici mikroorganismy: Buleidia extructa, Solobacterium moorei, Eggerthia
catenaformis a Erysipelothrix tonsillarum. Nedavno vytvoreny kmen Tenericutes byl diive
tiidou Mollicutes kmene Firmicutes. Z rodu Mycoplasma je mozno identifikovat ve slinach

¢lovéka druhy Mycoplasma hominis, M. salivarium a M. faucinum [8].
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Kmen Fusobacteria zahrnuje pouze dva rody detekované v Gstni duting. Jedna se o rod
Fusobacterium, druh F. nucleatum a rod Leptotrichia, konkrétné druh L. buccalis [8, 12].
Veskeré oralni taxony identifikované zkmene Spirochaetes jsou zastupci rodu
Treponema [8]. Mezi pievazné vyskytujici se kultivovatelné druhy patéi T. medium,
T. denticola a T. maltophilum [12].

Z kmene Bacteroides je identifikovano pfiblizné¢ 107 taxont spadajicich do rodu Prevotella,
Bacteroides, Porphyromonas, Tannerella, Bergeyella, Capnocytophaga a dalsimi osmi
nepojmenovanymi [8]. Na urovni druhi pak byly detekovany zejména Prevotella denticola,
P. oris, P. tannerae, Capnocytophaga gingivalis, C. ochracea, Bacteroides forsythus,
Porphyromonas gingivalis a P. endodontalis [12].

Orélni taxony z kmene Actinobacteria byly nalezeny pouze v fadech Actinomycetales,
Bifidobacteriales, Coriobacteriales. Z ftadu Actinomycetales jde zejména o rody
Actinomyces, Rothia, Microbacterium, Kocuria, Arsenicicoccus, Propionybacterium,
Dietzia, Mycobacterium, Turicella, Corynebacterium. Rad Bifidobacteriales zahrnuje rody
Bifidobacterium, Gardnerella, Scardovia, Parascardovia. V ustni dutiné byly detekovany
rovnéz rody Atopobium, Olsenella, Eggerthella, Cryptobacterium a Slackia ztadu

Coriobacteriales [8].

Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria,
Epsilonproteobacteria piedstavuje pét tiid z kmene Proteobacteria ptitomnych v oralnim
mikrobiomu. Do tfidy Betaproteobacteria patii rody Neisseria, Kingella, Simonsiella,
Delftia, Eikenella, Achromobacter, Ralstonia, Bordetella, Burkholderia, Lautropia,
Variovorax a Leptothrix. Gammaproteobacteria zahrnuje oralni taxony v nésledujicich Sesti
¢eledich: Xanthomonadaceae, Cardiobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Moraxellaceae,
Enterobacteriaceae, Pasteurellaceae. Z tridy Deltaproteobacteria jsou v Gstni dutiné
detekovany rody Desulfovibrio, Desulfomicrobium, Desulfobulbus, Bdellovibrio.
Do posledni zminéné tiidy Epsilonproteobacteria lze =zaradit rody Campylobacter

a Helicobacter [8].

2.2 Nebakterialni slozeni oralniho mikrobiomu

Viry byly v Gstni dutin€ nalezeny v aktivni i latentni formé&. Ze vzork slin a zubniho plaku
bylo identifikovano nékolik bakteriofagt z ¢eledé Siphoviridae, Myoviridae a Podoviridae.
Konkrétné se jedna o faga Corneybacterium, faga Psedomonas a faga Lactococcus.

Ptitomnost bakteriofagli je spojena s deaktivaci bakteridlnich obrannych mechanism, které
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vedou k jejich usazeni v ustni dutiné. Herpes simplex je bézné vyskytujici se virovy kmen,
ktery ma schopnost uniknout imunitni odpovédi hostitele a vstoupit do latentni faze. Virus
se snadno spusti v pozdéjsi fazi v reakci na stres nebo vystaveni ultrafialovému zafeni a je

spojen s vyvojem Herpes labialis, béZné¢ znamym oparem rti [13].

Soucasti oralniho mikrobiomu je rovnéz doména Archaea, nicméné jeji zastoupeni je
omezeno na maly pocet druht (fylotypi), z nichz v§echny jsou methanogeny. Mohou byt
detekovany i u zdravych jedinct, ale jejich prevalence a pocet se zvySuje u subjektl
S paradentozou. Mezi tyto piisné anaeroby produkujici methan patiéi Methanobrevibacter

oralis, Methanobacterium curvum, M. congolense a Methanosarcina mazeii [14, 15].

Houby tvofi druhou nejhojnéji zastoupenou slozku oralniho mikrobiomu a souhrnné€ nesou
nazev orélni fungalni mikrobiom neboli mykobiom [10]. Mezi nejcastéji detekované oralni
houby patii rod Candida, nasledovany rody Cladosporium, Aureobasidium, Saccharomyces,
Aspergillus, Fusarium, Cryptococcus [10, 15, 16]. Nejbéznéjsim druhem rodu Candida je
Candida albicans, mén¢ castymi druhy jsou pak Candida glabrata, C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. krusei, C. kefyr, C. stellatoidea a Candida dubliniensis. Cetnost

a intenzita oralnich druhti Candida se lisi s vékem [10].

Ve srovnani s ostatnimi mikrobialnimi skupinami kolonizujicimi ustni dutinu pfedstavuji
prvoci velmi malou menS$inu. Pfedpoklada se, Ze populace prvokli v duting Gstni je prevazné
saprofyticka a nejcastéji uvadénymi zastupci jsou Entamoeba gingivalis a strukturované&jsi
Trichomonas tenax [13]. Tyto dva lidské oralni prvoky lze zatfadit mezi nepatogenni
komenzaly a jejich pocet se zvySuje u subjekti se Spatnou ustni hygienou a onemocnénim

dasni, nebot’ zbytky potravy spolu s bakteriemi tvoii jejich zdroj vyzivy [14, 15].

2.3 Kolonizace dutiny ustni

Usta nejsou homogennim prostfedim, ale nabizeji n&kolik odlisnych stanovist
pro mikrobidlni kolonizaci. Tvrdé povrchy zubti a mékkeé tkdn€ Ustni sliznice tvoti dva hlavni
povrchy dutiny Ustni [17]. Rizné povrchy pfitahuji odlisna mikrobialni spolecenstvi, nebot’
kazdy vyklenek poskytuje jedineény ekosystém s optimalnimi podminkami a zivinami
pro jeho ¢leny. Z tohoto diivodu je oralni mikrobiom odebrany ze stejného mista rtiznych
jedinci podobnéjsi nez mikrobiomy z riznych mist stejného jedince [16]. Nicméné
prostiedi Ustni dutiny se s vékem neustale méni, a tim se méni i oralni mikrobiom, ktery je
navic, vzhledem Kk ¢astému spojeni dutiny Gstni s vnéj$im prostiedim, pozoruhodné

dynamicky [18]. Mikrobialni kolonizace se na ptislusnych povrSich nejcastéji vyskytuje
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ve form¢ biofilmu. K jeho tvorbé je zapotiebi pocate¢ni ptipojeni (adheze) bakterii
k povrchu hostitele, obvykle ke slinnym molekulam adsorbovanym na povrch. Jakmile jsou
bakterie ptipojeny, déli se a vylucuji polymery, které poskytuji matrici nebo zakladni
strukturu pro dalsi vyvoj mikrokolonii. Pro vyvoj rozmanitého ordlniho biofilmu jsou rovnéz

nezbytné bakterialni interakce [19].

Bakterie piedstavuji nejstudovanéj$i a nejhojnéjsi taxonomickou skupinu oralniho
mikrobiomu. Na Obr. 2 jsou znazornény zakladni bakterialni skupiny spojené s vyskytem
v dutin¢ ustni. Mezi pifevazné dominantni rody patii Streptococcus, Veillonella, Prevotella
a Fusobacterium, které lze oznacit za rezidentni mikroorganismy. Hojn¢ se v dutiné Gstni

také vyskytuji bakterie z ¢eledi Pasteurellaceae kmene Proteobacteria [15].

Supragingivalni plakl
Capnocytophaga
Corynebacterium
Subgingivalni plak | Pasteurellaceae

Neisseriaceae
Streptococcus Fusobacterium
Fusobacterium Porphyromonas [Keratinizované dasen
Capnocytophaga
Prevotella Streptococcus
Corynebacterium Pateurellaceae
Pasteurellaceae

Tvrdé patro Bukalni sliznice

Streptococcus Streptococcus
Veillonella Proteobacteria
Prevotella Actinobacteria
Gemella Bacteroides
Mogibacterium Hrdlo
Catonella
Streptococcus
Veillonella
= : Prevotella
Hibet jazyka :
Actinomyces
Streptococcus Fusobacterium
Veillonella Pateurellaceae
Prevotella .
Treponema Palatinové madle
Ne:ivserza Streptococcus
Actinomyces :
Fisobactan Veillonella
e acteluqn Mogibacterium
Proteobacteria )
SIi Prevotella
| ny Fusobacterium
Streptococcus Neisseria Pasteurellaceae
Veillonella Tannerella
Prevotella Fusobacterium

Obrazek 2 Kolonizace zakladnich bakterialnich skupin — upraveno dle [15]
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3 FAKTORY OVLIVNUJICIi ORALNI MIKROBIOM

Symbioticky vztah mezi mikroflérou a hostitelem existuje v dynamické rovnovéze,
nazyvané jako mikrobialni homeostaza. Jakakoli podstatnd zména mistniho prostfedi mize
narusit interakce mikrobli s mikroby, coz pak miize ovlivnit rovnovahu mezi mikroby
a hostitelem, a tim zvysit riziko onemocnéni. Rozpad této mikrobialni homeostazy se nazyva

dyshio6za a jeji dopady v Ustech jsou vyobrazeny na Obr. 3 [20].
Paradent6za

Zubni kaz Periimplantitida

Dysbi6za dutiny tstni

Nemoci sliznice Rakovina dutiny ustni

Obrézek 3 Projevy dysbidzy dutiny Ustni — upraveno
dle [21]

Orélni mikrobiom je ovliviiovan pievazné faktory spojenymi s modernim zivotem, jako
jsou: prostiedky pro péci o Ustni dutinu, hormonalni nerovnovaha, obecné stravovaci
navyky, spoteba cukru, kouteni tabaku, konzumace alkoholu a jinych antimikrobidlnich

latek a vakcin [9].

3.1 Ustni hygiena

Mikroorganismy Vv ustni dutin¢€ vytvari na povrchu zubtd dva typy biofilmu: supragingivalni
a subgingivalni plak, které¢ se vyznamné li$i svym sloZzenim bakterialni mikroflory.
V supragingivalnim plaku dominuji grampozitivni bakterie, v€etné Streptococcus mutans,
S. salivarius, S. mitis a Lactobacillus, zatimco vV subgingivalnim plaku ptevladaji

gramnegativni anaerobni bakterie, jako Actinobacillus, Campylobacter, Fusobacterium
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v .

nucleatum a Porphyromonas gingivalis. Pfi¢inou vzniku zubniho kazu je obvykle
supragingivalni plak. Zubni biofilm je dynamicka, neustale aktivni metabolicka struktura.
Dochazi ke stfidavym procesim snizovani a zvySovani pH biofilmu, po nichz nasleduji
prislusné procesy demineralizace a remineralizace zubniho povrchu. U zdravych jedinca
za normalnich podminek jsou tyto procesy v rovnovaze a nedochazi k trvalému poskozeni
povrchu zubni skloviny [18]. Cilem v péc¢i o tstni dutinu je fyzicky odstranit mikrobialni
plak a necistoty z Ustni dutiny pomoci vhodnych mechanickych nastroja a p¥ipravki. Zubni
plak je vysledkem kolonizace a rustu rtiznorodych mikroorganismi na povrSich zubt,
mé&kkych tkani a zubnich nihrad. Spatna ustni hygiena a akumulace zubniho plaku vede
ke vzniku zubniho kazu. Nepravidelna ustni hygiena mize mit také za nasledek zanét désni,
ke kterému dojde za méné nez 10 dni, pokud nedochazi k pravidelnému odstrafiovani
zubniho plaku. Zané&t dasni je charakterizovan zanicenymi a krvacejicimi dasnémi, které se

postupné odd¢luji od zubt [22].

Ackoli je CiSténi zubll povazovéno za piedpoklad pro udrzeni dobrého zdravi ustni dutiny,
ma také potencialni vliv na opotiebeni zubi, zejména s ohledem na zubni erozi. Abrazi zub
Ize ovlivnit fadou faktord, mezi néz fadime nejen fyzikalni vlastnosti pouzité zubni pasty
a povahu $tétin zubniho kartacku, ale také frekvenci a silu CiSténi zubl. Zatimco abrazi
zpisobenou béznou ustni hygienou lze v pribéhu casu povazovat za fyziologické
opotfebeni, intenzivni ¢iSténi muze poskodit erodované povrchy odstranénim

demineralizované povrchové vrstvy zubni skloviny [23].

Fluorid hraje velmi diileZitou a nezastupitelnou roli v prevenci vzniku zubniho kazu. Zubni
pasty a Ustni vody s obsahem fluoridu patii k hlavnim formulacim, se kterymi se lze setkat
v piipravcich péfe 0 UGstni dutinu. Existuje také systémové podavani fluoridu
prostiednictvim vody, soli, mléka a tobolek. Fluorid posiluje zubni sklovinu a cement
tvorbou fluoroapatitu a vyvoldva antibakterialni Géinek prostéednictvim inhibice
bakterialniho ristu a adheze mikroorganismii. Fluorid tedy pfedchdzi a 1é¢i zubni kaz tim,
7e podporuje pfiznivou remineralizaci zubni skloviny a soucasné zhorSuje bakteridlni

metabolismus [24].

3.2 Strava

Sacharidy neboli cukry maji zasadni vliv na mikrobialni kolonizaci, nebot’ poskytuji snadno
dostupné substraty pro orélni mikroorganismy, které jsou zavislé na sacharidech jako

zdrojich energie. Proto je vliv obsahu cukru ve straveé studovan extenzivnéji nez jakékoli jiné
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nutriéni faktory. Jedinci, ktefi ¢asto piijimaji vysoké hladiny sacharidt, maji v Ustni duting
vétsi mnozstvi acidogennich a acidotolerantnich druhd [25]. Jedna se zejména o bakterie
z ¢eledi Lactobacillaceae rodu Lactobacillus a bakterie rodu Streptococcus, konkrétné druh
Streptococcus mutans a S. sobrinus. Kyseliny produkované témito bakteriemi jsou
poziti cukru dochazi ke zvySenému procesu fermentace sacharidu, sliny ztraci svou
pufrovaci schopnost a neustalé snizovani pH vede k erozi skloviny, cementu a dentinu.
Se vznikem zubniho kazu jsou spojeny take bakterie rodu Bifidobacterium,
Propionibacterium a Scardovia [26]. Naproti tomu jiné druhy rodu Streptococcus, jako jsou
Streptococcus mitis a S. salivarus, zvysuji pH, a proto jsou spojeny s ochrannym u¢inkem

proti zubnimu kazu [27].

Xylitol, cukerny alkohol vyrobeny hydrogenaci xyl6zového cukru, je umélé sladidlo
pouzivané jako alternativa k béZznym cukrim. Ma potencialni antibakterilni G¢inek proti
patogenim Porphyromonas gingivalis a Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
Vyskytuje se také v kombinaci s mannitolem v n&kterych druzich zvykacich gum. Zvykéani
stimuluje sekreci slin, ¢imZz napomaha k preventivnimu opatieni proti vzniku zubniho
kazu [24]. Tok slin umoZiuje pfijem Zivin nezbytnych pro bakterie, ale na druhé strané
podporuje mechanické odstranéni bakterii z kolonizovanych povrchi. ZvySena rychlost
sekrece slin pomah4 snizit dobu expozice zubni skloviny kyselindm a urychluje normalizaci
pH prostfedi po jidle obsahujici kariogenni vyrobky. Usnadfiuje tak udrzovani pH
mikrobidlniho plaku na Udrovni, ktera zajistuje integritu mineralniho sloZeni zubni
skloviny [18].

Zdravi ustni dutiny rovnéz vyznamné ovliviiuje samotny pifijem vitamind. Vitaminy jsou
definovany jako esencialni organické slouceniny katalyzujici metabolické reakce téla.
Funguji také jako donory elektront, antioxidanty a barviva. Mohou byt ptijimany z potravy
a potravinovych doplitkti, v zAvislosti na kvalité¢ jidla a mnozstvi zivin. V nékterych
ptipadech mohou byt také syntetizovany prostfednictvim naSeho téla nebo stfevnim
mikrobiomem. Niz§i pfijem vitaminu A je spojen se snizenym vyvojem oralni epitelialni
tkan¢, zhorSenou tvorbou zubti, hypoplazii skloviny a piitomnosti paradentdzy. Vitamin
Kma systémovy ucinek a jeho nedostatek zvySuje riziko krvéaceni, coz mize mit vliv
na jedince, ktefi podstoupili oralni chirurgicky zakrok nebo utrpé€li uraz. Pfiznaky deficitu
riboflavinu, vitaminu B2, Ize pozorovat na rtech, koutku st (Uhlova stomatitida), jazyku

a sliznici, kde se opakované tvori aftozni viedy [28].
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3.3 Koureni

Ustni dutina je obvykle prvni &ast téla vystavena slozkam tabakovych vyrobka nebo jejich
emisim. V dusledku toho se z Gstni dutiny stava ¢asté misto pro karcinogenni, mikrobialni,
imunologické a klinické G¢inky uzivani tabaku. Prestoze pouzivani konvenénich tabakovych
vyrobkii neustale klesa, pouzivani elektronickych systém pro dodavani nikotinu
Vv poslednich letech exponencialné vzrostlo, zejména mezi mladymi lidmi [29]. Toxické
latky a bakterie obsazené v cigaretach pf¥imo ¢i nepiimo ovliviiuji nékteré bakterialni druhy
kolonizujici ustni dutinu prostednictvim imunosuprese, nedostatku kysliku, tvorby biofilmu
nebo jinych potencialnich mechanismi, coz vede ke kolonizaci patogennich organismu
aVvkonetné fazi k onemocnéni [30]. Dalsi mozny mechanismus vedouci ke zméné
mikrobidlni rozmanitosti ust je zprostiedkovan jeSté¢ pied samotnym zapalenim cigarety,
nebot’ bakterie pfitomné na cigareté mohou byt potencionalné ptfeneseny do dutiny ustni
pomoci rtt [31]. Na urovni rodtt dominuji u kuiaku Streptococcus, Prevotella a Veillonella,
zatimco rod Neisseria, ktery je soucasti zdravé oralni mikroflory, byl ve srovnani s nekufaky
vyrazné nizsi [32]. U kutaki byl navic pfitomen fakultativné anaerobni druh Streptococcus
australis, ktery ma toleranci vuci kyselému prostiedi, coz podporuje hypotézu, ze koufeni
cigaret zvySuje kyselost slin. Vyznamné zvySeni zastoupeni druht bakterii produkujici
sulfan Veillonella atypica, Prevotella melaninogenica a Prevotella salivae mize byt jednim
zZ duvodu zapachu z Ust u kutaku [31]. Ve vzorcich subgingivalniho plaku kufakt Ize nalézt
bakterialni rody casto spojené se vznikem paradentdzy, a to zejména Fusobacterium,

Parvimonas, Campylobacter a Bacteroides [13].

3.4 Konzumace alkoholu

Nadmérna konzumace alkoholu muze ovlivnit slozeni oralnitho mikrobiomu, vcetné
potencionalniho vycerpani prospéSnych komenzalnich baterii a zvySené kolonizace
potenciadlné patogennich bakterii. U jedinct, ktefi ¢astéji konzumuji alkohol byl shledan
snizeny vyskyt komenzélnich Lactobacillales neboli bakterii mlééného kvaseni z tiidy
Bacilli kmene Firmicutes. Zatimco rody Aggregatibacter, Actinomyces, Kingella,
Leptotrichia, Cardiobacterium a Prevotella, zodpovédné za mozny vyskyt oralni dysbiozy,
svou piitomnosti dominuji. Zvyseny vyskyt byl zaznamenan u nepatogenniho rodu Neisseria
s extrémné vysokou aktivitou enzymu alkoholdehydrogenaza. Diky tomuto enzymu dokaze
z ethanolu produkovat vyznamné mnozstvi acetaldehydu, ktery ma toxické, mutagenni

a karcinogenni ucinky [33].
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4 METODY STUDIA ORALNIHO MIKROBIOMU

Mezi tradiéni metody identifikace mikrobt patii kultiva¢ni metody studujici bud’ ¢isté
kultury nebo komplexni multidruhova spolecenstvi [7]. Identifikace pomoci konvenénich
metod je zaloZzena na fenotypovych a biochemickych kritériich, véetné mikroskopie,
biochemickych vlastnostech, ristovych podminkach, imunofluorescenénim barveni, analyze
kone¢nych produktl bakterii, slozeni bunééné membrany a citlivosti na antibiotika [34].
Piestoze identifikace kultivovatelnych mikroorganismu je dobie charakterizovana, piistup
k celé¢ mikrobialni komunité, véetné nekultivovatelnych mikrobi, je stale mimo dosah kviili

zna¢nym omezenim pii simulaci jejich ptivodnich stanovist’ [35].

Nedavné studie do zna¢né miry piekonaly tato omezeni vyuZitim sofistikovangjSich
molekularnich pfistupti a technik zaloZenych na nukleovych kyselinach k charakterizaci
kultivovatelnych i nekultivovatelnych ¢lend oralniho mikrobiomu [19]. Jedn& se zejména
o techniky zalozené na molekule DNA, které obchazeji potiebu kultivace in vitro [34].
Hlavni pfistupy k nakladové efektivni a vysoce vykonné identifikaci lidského orélniho
mikrobiomu vyuzivaji zna¢nou variabilitu v genové sekvenci mikrobialni 16S ribozomalni
ribonukleové kyseliny (rRNA), ktera je soucasti 30S podjednotky prokaryotického ribozomu
a povazuje se za carovy kod, ktery lze vyuzit k identifikaci konkrétnich mikrobu [36]. Geny
16S rRNA Ize extrahovat z heterogennich vzorki, amplifikovat, sekvenovat a poté porovnat
S databazemi, jako je Human Oral Microbiome Database (HOMD), cozZ je vefejné dostupny
online zdroj, ktery spojuje sekven¢ni data s fenotypovymi, fylogenetickymi, klinickymi
a bibliografickymi informacemi o mikroorganismech nalezenych v dutiné ustni. Jestlize se
v databazi najde shoda sekvence, Ize dany mikroorganismus identifikovat. V piipadé, ze
databaze neobsahuje zadnou odpovidajici polozku, je mozné sekvenci pridat jako zdznam

pro diive neznamy fylotyp [17].

Existuji tfi hlavni kategorie molekularnich mikrobialnich analyz, pficemZ jako prvni lze
zminit metody zalozené na polymerdzové fetézové reakci (PCR), véetné denaturaéni
gradientove gelové elektroforézy (DGGE) a polymorfismu délky terminalnich restrik¢nich
fragmentt (T-RFLP). Druhou kategorii tvoii metody hybridizace DNA-DNA, kde je mozno
zatradit Sachovnicovou hybridizaci, fluorescenéni hybridizaci in situ (FISH) a DNA
mikroCipy na bazi genu 16S rRNA [34]. Nové moznosti ve studiich oralniho mikrobiomu se
oteviely s pfichodem posledni treti kategorie, a to sekvenovani genomu s vysokou

propustnosti, znamého také jako sekvenovani nové generace (NGS) [37]. Chronologie
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dostupnosti a schopnosti téchto metod charakterizovat mikroby a mikrobialni komunity

je vyobrazena na Obr. 4 [38].

Cela mikrobialni
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Obrézek 4 Metody studia oralniho mikrobiomu — upraveno dle [38]
4.1 Metody zaloZené na polymerazové ietézové reakci

Polymeréazova tetézova reakce (PCR) je primarni metodikou pouzivanou pro vétSinu testi
zalozenych na amplifikaci specifickych fragmentt z jakékoli molekuly DNA. Lze ji vyuzit
jednak jako samostatnou metodu nebo jako prvni krok pti generovani vychoziho materialu
pro nasledujici molekularng-biologickeé techniky. Tato zakladni amplifika¢ni technika je
zalozena na mnozeni specifického useku DNA ohrani¢eného hornim a dolnim
oligonukleotidovym primerem (obvykle 20-30 nukleotidii) enzymem DNA polymerazou.
Cyklicky meénici se teplota zpasobuje denaturaci, annealing primert anaslednou extenzi
nove¢ vznikajicich fetézci DNA [39]. PCR, kterou vyvinul Kary Mullis a spolupracovnici
v roce 1983, je nyni k dispozici po tii desetileti a spolu s riznymi iteracemi se stala testem
,»zlatého standardu® v mikrobiologii. Za objev této metody mu byla v roce 1993 udélena

Nobelova cena [40].

4.1.1 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza

Principem metody DGG E je elektroforeticka separace fragmentt markerovych gend, véetné
16S rRNA, amplifikovanych pomoci PCR ptes polyakrylamidovy gel obsahujici

rostouci gradient denaturanti, obvykle mocoviny a formamidu. Produkty PCR, které maji
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podobnou nebo identickou molekulovou hmotnost jsou separovany na zakladé odlisnych
denatura¢nich charakteristik uréenych jedine¢nou nukleotidovou sekvenci. Na zakladé
téchto profilt vymezenych sekvenénim slozenim kazdé amplifikované DNA se vyviji
pruhovany vzor. Ztetelné pruhy, respektive pasy, vytvoiené na gelu piedstavuji ruzné
sekvence DNA z riznych bakterii pfitomnych ve vzorku. Jednotlivé pasy lze nasledné
vytiznout, sekvenovat a urCit tak druhovou identitu. Omezenim DGGE je, Zze rozdily
Vv sekvenci vétsi nez 1 par bazi se nemusi na denaturacnim gelu oddélit z dtivodu podobnosti
Vv nukleotidovych pomérech, které vedou ke stejnym denaturacnim charakteristikam
2 ruznych sekvenci. Excise a sekvenovani je tedy nezbytnym krokem k potvrzeni

identifikace druht pfitomnych v jednotlivych pasech [41].

4.1.2 Polymorfismus délky terminalnich restrik¢nich fragmenti

T-RFLP je molekularni pfistup, ktery umoziuje hodnoceni komplexnich bakteridlnich
komunit profilovanim zaloZzenym na poloze restrikéniho mista blizko znaceného konce
amplifikovaného genu. Metoda je zalozena na $tépeni smési variant amplifikovanych PCR
jediného genu pomoci jednoho ¢i vice restrikénich enzymt a detekci velikosti kazdého
Z jednotlivych vyslednych koncovych fragmenti [38]. Smés fragmenti se oddéli bud’
kapilarni nebo polyakrylamidovou elektroforézou a velikosti riiznych koncovych fragmentt
se stanovi fluorescen¢ni detekci. Tato metoda je surovy zpusob, jak porovnat molekularni
profily bakterialnich komunit, nicméné neni vSak vhodnd pro identifikaci konkrétnich
bakterii. Dalsim omezenim metody T-RFLP je, Ze jakékoli dvé odlisné sekvence, které
sdileji terminalni restrikéni misto, povedou k jednomu piku a budou tedy

nerozeznatelné [42].

4.2 Metody hybridizace DNA-DNA

Objev hybridiza¢ni reakce, coZ je spontanni parovani dvou komplementarnich fetézch
dvousroubovice nukleové kyseliny, vedl k vyvoji technik hybridizace DNA-DNA
aplikované pro studium mikroorganismu [39]. Tato technika umoznila hybridizaci 45 vzorka
DNA proti 30 znacenym DNA sondam na jedné nosné membrané. Dostavame se tedy az
K po¢tu 1350 simultannich hybridizaci [34]. Tyto techniky vyuzivaji jednotetézcové sondy
DNA znacené bud’ radioaktivnim izotopem, nebo fluorescencni ¢i chemiluminiscenéni
znackou, které se vazou na komplementarni baze cilového fetézce DNA za vzniku duplexu,
tedy vysledné formace dvoutetézcové molekuly [39]. Hybridiza¢ni signaly jsou obvykle

detekovany pomoci chemifluorescen¢nich postupt [34]. Vyuzivaji se bud’ sondy DNA
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celého genomu, nebo kratké oligonukleotidové sondy se sekvencemi DNA obsahujici
15-30 bazi, které doplnuji jejich cilovou sekvenci. Oligonukleotidové sondy jsou
specifiCtéjsi, nebot’ se vazi na oblasti genu 16S rRNA, ktery umoziuje presné taxonomické
umisténi. Nutno podotknout, ze k zajisténi genomové DNA pro konstrukci sond jsou

zapottebi kultivovatelné bakterie [39].

4.2.1 Sachovnicova hybridizace

V této technice jsou standardy DNA piedstavujici cilové druhy imobilizovany na nylonové
membrané a poté soucasné kiizoveé hybridizovany s obvykle radioaktivné znacenymi DNA
sondami predstavujici celé genomy znamych mikrobu [38, 39]. Nazev Sachovnicova
hybridizace vyplyva z provedeni, nebot’ sondy jsou hybridizovany kolmo k DNA n¢kolika
vzorki a zpracované obrazy hybridizaci vypadaji jako Sachovnice [38]. Jedna se o rychlou,
pfimou, citlivou a relativné levnou analyzu velkého poctu vzorku pro vysokou hladinu
riznych bakterii [39]. Technika Sachovnicové hybridizace byla Siroce vyuzivana
ke komplexnimu zkoumani typt a po¢tl bakterii v supragingivalnim a subgingivalnim plaku
a slinach u zdravych subjekti a u pacientti s paradentdzou. Tento piistup byl také pouzit

ke studiu vlivu koufeni cigaret na sloZeni oralni mikrobioty [38].

Hybridizace oligonukleotidli se zpétnym zachycenim je modifikaci Sachovnicové metody
zahrnujici  PCR amplifikaci 16S rRNA vzorku a druhové specifické 16S rRNA
oligonukleotidové sondy. Tyto sondy lze zaroven konstruovat tak, aby identifikovaly
kultivovatelné i nekultivovatelné druhy. Jedna se o hybridizaci vybéru segmenti genu
16S rRNA znacenych PCR ze sad vzorkti na druhové specifické oligonukleotidové sondy
fixované na membrané. Vyhodou je pfedevs§im vysoka selektivita za piisnych podminek,
presna hybridizace komplementarnich cilovych sekvenci a ptfesné taxonomie. Za nevyhodu
je povazovana nizka citlivost pti nizkych hladinach cilovych bakterii ve slozitych vzorcich

s bakterialni a lidskou DNA, kdy dochazi ke ztraté kvantitativniho hodnoceni [39].

4.2.2 Fluorescené¢ni hybridizace in situ

Fluorescen¢né znacené oligonukleotidové sondy uréené k cileni genu 16S rRNA jsou
hybridizovany s ¢aste¢né fixovanymi celymi buitkami na podloznich skli¢kach. Sondy lze
poté piimo vizualizovat pomoci standardni fluorescen¢ni nebo konfokalni fluorescen¢ni
mikroskopie. Techniku fluorescenéni hybridizace in situ, nebo konkrétnéji hybridizaci
celych bungk, 1ze aplikovat v oralnim mikrobiologickém vyzkumu ke kvantifikaci, urceni

prostorové konfigurace, demonstraci morfologie a taxonomické identifikaci jednotlivych
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bakteridlnich bun¢k. Kromé toho lze pro analyzu biologicky rozmanitych mikrobialnich
populaci kombinovat techniku FISH v roztoku s prutokovou cytometrii. Vyhodou je tedy

identifikace a kvantifikace né€kolika mikrobialnich druht ve stejném vzorku [34, 39].

4.2.3 DNA mikrocipy

DNA mikro€ipy jsou metodikou zalozenou ke zkoumani profili genové exprese, tedy
mikrobidlni interakce a k identifikaci mikrobidlnich komunit v ustni dutiné. Mikrocipy
obsahuji oligonukleotidové sondy, které cili na geny RNA a DNA v biologickych vzorcich.
Veskeré platformy mikro¢ipi sdileji spoleény atribut, Ze senzor detekuje signal z cilovych
sekvenci, které paralelné hybridizuji s imobilizovanymi oligonukleotidovymi sondami
na nylonové membrané nebo sklenéném podloznim skle. Intenzita tohoto signalu poskytuje
miru mnozstvi vazané nukleové kyseliny ve vzorku. Platformy mikrocipi se 1isi zejména
V poctu oligonukleotidovych sond a ve zptlisobu, jakym jsou sondy k mikro¢ipu piipojeny.
K identifikaci mikrobd v ustni dutin€ jsou vyuzivany jednak nizkohustotni mikrocipy, tak
i mikroCipy s vysokou hustotou. Nizkohustotni mikroCipy nesou desitky az stovky
specifickych sond, zatimco vysokohustotni mikroCipy obsahuji tisice az miliony sond, které

jsou pfimo syntetizovany na povrchu mikroc¢ipu [38].

4.3 Metody sekvenovani nové generace

V poslednim desetileti vedly pokroky v miniaturizaci a dimyslné metodiky molekularni
detekce k bezprecedentni fadé technologii NGS, které jsou zalozeny na principu syntézy
v kombinaci s PCR anebo na detekci zmén vlastnosti DNA béhem sekvenéni reakce [39].
Pro masivné paralelni produkci sekvenovani DNA se vyuzivaji ¢tyfi platformy. Jedné se
0 pyrosekvenovani 454 Roche, genomovy analyzér Illumina, dale pak sekvenovani
aplikovanych biosystému ligaci a detekci oligonukleotidi (SOLiID). Posledni platforma je
zaloZzena na sekvenovani jednotlivych molekul v realném case (SMRT) [43, 44]. Kazda
platforma zt€lesiiuje komplexni souhru enzymologie, chemie, optiky s vysokym rozliSenim,
hardware a softwarového inzenyrstvi. Tyto pfistroje umoziuji vysoce efektivni kroky
ptipravy vzorki pred sekvenovadnim DNA, coZ poskytuje vyznamnou usporu casu
a minimalni poZadavek na pfidruzené vybaveni. Riznymi piistupy popsanymi nize se kazda
technologie snazi amplifikovat jednotliva vlakna knihovny fragmenti a provadét na nich
sekven¢ni reakce. Knihovny fragmentt se ziskaji hybridizaci specifickych linkera k tupym

konctum fragmentti generovanych ptimo z pozadovaného genomu nebo zdroje DNA [44].
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4.3.1 Pyrosekvenovani 454 Roche

Technologie pyrosekvenovani 454 Roche je pravdépodobné nejpouzivanéjsi platformou
NGS ke studiu lidského mikrobiomu a jeji princip je vyobrazen na Obr. 5. Tato technika je
metodou sekvenovani syntézou, kterd zahrnuje kombinaci emulzni PCR a pyrosekvenovani,
jenz zavisi na generovani svétla po zaclenéni nukleotidli do rostouciho fetézce DNA.
V pyrosekvenénim pfistupu je DNA izolovana, fragmentovana, ligovana do specialnich
adaptéru a poté rozdélena na jednotlivé fetézce. Emulzni PCR se provadi pro klonalni
amplifikaci a zahrnuje tvorbu emulze olej-voda, kde vodna faze obsahuje reakéni ¢inidla
PCR a fragment DNA, ktery ma byt sekvenovan [43]. Zahrnuty jsou zde také zachycovaci
agarozoveé kulicky, jejichz povrchy nesou oligonukleotidy komplementarni ke specifickym
adaptorovym sekvencim v knihovné [44]. Po kontrolovaném a intenzivnim michani systému
olej-voda dochazi k emulgaci a tvorbé milionti vodnych kapicek, ve kterych probiha
amplifikace PCR. Optimalizace koncentrace fragmentu DNA, agarozovych kulicek
a vodnych kapicek zarucuje, Ze se v kazdé kapicce vyskytne pouze jeden templat a jedna
kulicka. Nasledné se na kazdé agarozové kuli¢ce v klonalni amplifikaci vygeneruje milion
kopii jedineéného fragmentu DNA. V kone¢né fazi dochazi k rozbiti emulze, denaturaci
DNA a kulicky nesouci jednotetézcovou DNA se ptenesou na pikotitracni desticku tak, aby
se jedna kuli¢ka vyskytovala v kazdé z nékolika stovek tisic jamek. Jelikoz mé kazda kulicka
SVé pevné misto v desti¢ce, 1ze na ném snadno sledovat kazdou sekvenéni reakci. V dalS$im
kroku jsou do kazdé jamky umistény kulicky obsahujici enzymy katalyzujici nasledné
pyrosekvencéni reakéni kroky a celd smés se centrifuguje, aby obklopila kulicky agarozy.
Pyrosekven¢ni reakce probihd za pouziti smési jednovlaknového fragmentu DNA,
sekven¢niho primeru a 4 enzymi: DNA polymerazy, adenosin trifosfat (ATP) sulfurylazy,
luciferazy a apyrazy. Reak¢ni smés dale obsahuje 2 enzymatické substraty: adenosin
fosfosulfat (APS) a luciferin. Prvni ze Ctyt nukleotidl se pfida do sekvenc¢ni reakce a enzym
DNA polymeraza katalyzuje jeho zabudovani do fet¢zce DNA v piipadé, Ze by doslo
ke komplementarité. Béhem kazdého zaclenéni dochazi k tvorbé fosfodiesterové vazby, ¢im
se uvolni pyrofosfat v mnozstvi ekvivalentnim k mnoZstvi inkorporovaného nukleotidu.
Enzym ATP sulfuryldza postupné pieménuje fosfat na ATP v pfitomnosti APS. ATP se poté
vyuziva pii preméné luciferinu na oxyluciferin zprostfedkovanou enzymem luciferaza, coz
generuje viditelné svétlo, jehoz intenzita je tmérna pouzitému mnozstvi ATP. Svétlo je
zachyceno kamerou a detekovano jako pik v pyrogramu. Vyska kazdého piku je tmérna

poctu zabudovanych nukleotidii. Systém je regenerovan pomoci enzymu apyrazy, ktery
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degraduje ATP a neregistrované nukleotidy. Nasledn¢ dochazi k pridani dal§iho jednoho
nukleotidu. Generovani signalu indukuje, ktery nukleotid je dalsi v sekvenci. Jak proces
pokracuje, komplementarni vlakno DNA roste a vysledna nukleotidova sekvence je
stanovena na zakladé signalnich pikt v pyrogramu [43].

Priprava DNA fragmentu

8-

Emulzni PCR
<3

Pyrosekvenovani

. —°<_
Pyrofostat
APS
0 Sulforylaza

ATP
Luciferinl ' Luciferaza

Detks @ St Onyuci

Obrazek 5 Princip pyrosekvenovani —
upraveno dle [43]

4.3.2 Genomovy analyzér lllumina

Sekvenovani zahrnuje ligaci specifickych adaptéri na oba konce kratkych fragmenti DNA
a imobilizaci jednoho z adaptéri vazbou na pevny povrch. Adaptéry hybridizuji se
specifickymi oligonukleotidy navazanymi na proprietarni substrat v prutokové cele [45].
Pro amplifikaci se vyuzivd pfemosténi PCR a sekvenovani je zahajeno pfidanim
sekvencniho primeru, enzymu DNA polymerazy a Ctyt reverzibilnich terminatort
barviv [43]. Nukleotidy nesouci fluorofory se poté zavadéji jeden po druhém a inkorporuji
se do rostouciho komplementarniho fetézce DNA prostiednictvim DNA polymerazy a jejich
fluorescence po zabudovani se zaznamenava ctyikanalovym fluorescencnim skenerem [43,
45]. Sekvenéni obrazy jsou zachyceny a analyzovany za Gcéelem identifikace nukleotidu,
ktery je zallenén do rostouciho ftetézce a cyklus se dale opakuje s rtiznymi druhy
nukleotidii [45]. Az donedavna byly délky sekvenovani Illumina ptili§ kratké na to, aby

mohly byt pouzity pro fylogenetické studie na irovni druht. Nicméné délka sekvenci Cteni



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

roste rychlym tempem, které nyni umoziuje ziskat spolehlivé vysledky, pfinejmensim

na urovni rodu [26].

4.3.3 Sekvenovani aplikovanych biosystému ligaci a detekci oligonukleotidi

Platforma SOLID je zalozena na technologii sekvenovani podle ligace, pficemz se
sekvenovani ziskdva méfenim sériové ligace oligonukleotidu na sekvencni primer pomoci
enzymu DNA ligazy. Obdobn¢ jako pfi pyrosekvenovani jsou fragmenty DNA ligovany
na oligonukleotidové adaptéry, piipojeny k magnetickym kulickam a poté amplifikovany
pomoci emulzni PCR, aby byl zajis§tén dostatecny signal pro sekven¢ni reakce. Vysledné
kulicky obsahujici produkt PCR se poté kovalentné navazi na slenéné sklicko na povrchu
pratokové cely. Sekvenovani je zprostiedkované ligaci dibazovych sond, které jsou
fluorescenéné znaceny. Sekvenovani zac¢ina nasedanim sekvenéniho primeru na sdilené
adaptacni sekvence piitomné v kazdém amplifikovaném fragmentu. Kazdy ligacni krok je
doprovazen detekci fluorescence, po které regeneracni krok pfipravi prodlouzeny primer

pro dalsi kolo ligace [43, 44].

4.3.4 Jednomolekulové sekvenovani v realném ¢ase

Sekvenovani jednotlivych molekul v realném ¢ase nezahrnuje amplifikaci DNA a eliminuje
tak chybovost souvisejici s ptredsudky PCR. Platforma SMRT pouziva nukleotidy
modifikované fluorescen¢nim barvivem a vilnovod s nulovym rezimem. Detekce
jednotlivych molekul je zprostfedkovana pomoci fosfo-vazanych nukleotida pro inkorporaci
s kazdym nukleotidem majicim jinou fluorescenéni znacku. Vyhodou téchto
deoxyribonukleotid trifosfatii je to, ze fosfolinkované fluorofory jsou uvoliiovany z baze,
pokud je inkorporovana do sekvence DNA polymerazou. SMRT vyuzivd modifikovanou
phi29 DNA polymerazu, ktera ma vysoké kinetické vlastnosti a dokaze u¢inné zvladnout
fosforem vazané fluorofory, ptficemz je na rozdil od diive zminénych technologii
imobilizovana na dné kovové jamky, kterd je osvétlena pres sklenénou podlozku. Protoze
DNA polymeraza obsahuje komplementéarni nukleotid, §t€pi enzym fluorescenéné znaceny
fosfat z baze, coz generuje svételny zablesk. Pomoci nanofototonické vizualiza¢ni komory
a technologie vinovodu v nulovém case se zablesk svétla zaznamenava v realném Case.
Kli¢ovou vlastnosti je, ze vinovod v nulovém rezimu zaznamenava svétlo pouze v tésné
blizkosti povrchu, a proto ignoruje dalsi fluorescenéni udalosti, jako jsou fluofory
difundujici do roztoku. Silnou strankou SMRT je, Zze umoziiuje velmi dlouha Cteni, zatimco

jeji slabinu tvofi nejvyssi chybovost ze vSech vySe zminénych platforem NGS [38].
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5 KANABINOIDY

Cannabis sativa neboli konopi seté, patii do malé ¢eledi Cannabaceae. Konopi je jednolets,
obvykle dvoudoma, vétrem opylovana bylina, jejiz saméi i samiéi kvéty rostou
na samostatnych rostlindch [46]. Jiz od starovéku se pouziva jako psychoaktivni droga,
slozka lidové mediciny a zdroj textilnich vlaken. Taxonomicka klasifikace této rostliny byla
vzdy obtizna kvuli jeji genetické variabilité. Rod Cannabis podléha d€leni na tii hlavni
druhy. Prvnim z nich je vlédknovy typ C. sativa, ktery se vyznacuje bohatym obsahem
kanabidiolu (CBD). Tento druh je rovnéz zndmy pod nazvem technické konopi a je vyuzivan
pro prumyslové, textilni, potravinaiské ¢i kosmetické ucely. Druhy tzv. drogovy typ
C. indica je charakterizovan vysokymi hladinami psychoaktivni slouceniny
A°-tetrahydrokanabinolu (THC). Zaroven se jedna o formu konopi, kterd se vyuziva
pro lékaiské a rekreacni ucely. Poslednim druhem zrodu Cannabis je C. ruderalis.
Vzhledem ke snadnému kiiZeni téchto druhil je upfednostiiovana monotypicka klasifikace,
ve které je rozpoznan jeden druh (C. sativa), ktery je na zakladé kanabinoidniho profilu
rozd€len na rtizné chemotypy. Chemotyp I zahrnuje rostliny zejména drogového typu
s pfevahou THC a zanedbatelnym obsahem CBD. Do chemotypu II jsou zatazeny rostliny
s pfechodnymi vlastnostmi mezi drogovym a vlaknovym typem, tedy se stfednim
mnozstvim THC i CBD. Chemotypy Il a IV zahrnuji rostliny vlidknového typu obsahujici
vysoké hladiny nepsychoaktivnich kanabinoidi a velmi malé mnozstvi psychoaktivnich.
Existuje také chemotyp V, ktery je navrzen pro rostliny neobsahujici téméf zadné
kanabinoidy [47].

C. sativa se vyznacuje slozitym chemickym slozenim, které zahrnuje terpeny, sacharidy,
mastné kyseliny a jejich estery, amidy, aminy, fytosteroly, fenolové slouceniny a specifické
biologicky aktivni slozKy této rostliny, jmenovité kanabinoidy [47]. Do 80. let 20. stoleti
predstavoval pojem kanabinoidy svou definici skupinu typickych terpenofenolickych
sloucenin pfitomnych v Cannabis sativa, jejich karboxylovych kyselinach, analogéch
a produktech transformace. Z této pomérné¢ omezené farmakognostické definice je vsak
vyZadovana zna¢né expanze, nebot’ se vV dneSni dob¢ klade stale vétsi diiraz na syntetickou
chemii, farmakologii a na ptibuzné struktury nebo slouceniny, ovlivitujici kanabinoidni
receptory. Termin kanabinoidy dnes piedstavuje celou fadu endogennich, pfirodnich
a syntetickych ligandii kanabinoidnich receptort, které patfi do Siroké Skaly chemickych
skupin [48]. Kanabinoidy jsou meroterpenoidy, konkrétné terpenofenolové slouceniny,

ziskané alkylaci alkylrezorcinolu monoterpenovou jednotkou [47]. Obecnd struktura
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kanabinoidil je tedy tvofena ze dvou ¢asti: difenolu (resorcinol) nesouci alkylovy fetézec
(kyselina olivetolova) a cyklické monoterpenové jednotky (geranyldifosfat). Obecna
struktura kanabinoidd a jejich prekurzort, kyseliny olivetolové (OA) a geranyldifosfatu
(GPP) je znazornéna na Obr. 6 [46].
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COOH P P
O o)
HO
Kyselina olivetolova Geranyldifosfat

A%-tetrahydrokanabinol (THC)

Obréazek 6 Obecna struktura kanabinoidu a jejich prekurzorti —
upraveno dle [46]

Konopi mé dlouhou historii pro 1ékarské pouziti a je psychoaktivni latkou pro rekreacni
pouziti. Izolace jeho hlavnich aktivnich slozek a syntéza silnych kanabimimetik vedly
k objevim dvou receptori spfazenych s G-proteinem, které specificky reaguji
na kanabinoidy a jsou oznaCovany jako kanabinoidni receptor 1 (CB1) a kanabinoidni
receptor 2 (CB2) [49]. Endokanabinoidni systém se sklada z kanabinoidnich receptord,
endogennich ligandl kanabinoidnich receptorti (endokanabinoidll) a enzymd, které reguluji
biosyntézu a inaktivaci endokanabinoidii. Endokanabinoidy jsou endogenné produkované
bioaktivni lipidy, které aktivuji kanabinoidni receptory. N-arachidonoylethanolamin, znamy
také pod nazvem anandamin, a 2-arachidonoylglycerol se ftadi mezi dva hlavni
endokanabinoidy [50]. Kanabinoidni receptory se spolu s endokanabinoidy podileji
na modulaci mnoha fyziologickych funkci, a to nejen v centralnim a perifernim nervovém
systému, ale také v tadé perifernich mist v lidském téle, jako je endokrinni, imunitni,
kardiovaskularni a reproduk¢ni systém. VySe zminéné CB1 a CB2 receptory jsou kodovany

riznymi geny a vykazuji 44% homologii v jejich primarnich strukturach. Funkéné patii
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do skupiny receptori spiazenych s G-proteinem a transdukuji signaly vazby ligandu
do rtznych biologickych odpovédi, a to jako cestou zprostiedkovanou G-proteinem,
tak cestou nezavislou na tomto proteinu. Hlavni tlohou receptoru CB1 je obecné modulovat
uvolilovani neurotransmiteri, zatimco hlavni funkci receptoru CB2 je mimo jiné
zprostfedkovat imunomodula¢ni G¢inky kanabinoidli. Funkce kanabinoidnich receptort
mohou byt modulovany jednak riznymi ligandy (agonisty, CasteCnymi agonisty, neutralnimi
agonisty a inverznimi agonisty), které cili na ortostericka vazebna mista v receptorech, tak

alosterickymi modulatory, které se vazou na alostericka vazebna mista receptort [49].

Psychotropni uc€inky jsou zprostfedkovany hlavné CBI, ktery je Siroce distribuovan
Vv mozku, ale hlavné ve mozkov¢ kiife, bazalnich gangliich a mozecku. CB1 je také pfitomen
v n¢kolika tkanich a orgénech, vcetné tukové tkang, gastrointestinalniho traktu michy,
nadledvin a §titné zlazy, jater, reproduk¢nich organt a imunitnich bunék. CB2 je v zésadé
exprimovan v imunitnich buiikach, nicméné nachazi se také v jinych typech bungk, véetné
chondrocyttl, osteocytu a fibroblasti. Je také pfitomen v nékterych nervovych tkanich, jako
jsou ganglia dorzalnich kofenti a mikroglidlni bunky. CB2 lze tedy povaZovat
za periferni kanabinoidni receptor. THC je primarni psychoaktivni sloZkou konopi a funguje
jako Casteény agonista CB1 a ma dobfe znamé ucinky na bolest, zvysSeni chuti K jidlu,
traveni, emoce a procesy, které jsou zprostfedkovany endokanabinoidnim systémem.
Naopak CBD, jenZ ptedstavuje hlavni nepsychoaktivni fytokanabinoidni slozku, vykazuje
velmi malou afinitu k obéma receptorim. CBD pusobi jako Casteény antagonista CB1

a zaroven jako slaby inverzni agonista CB2 [50].
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6 BIOSYNTEZA FYTOKANABINOIDU

Ptirodni rostlinné kanabinoidy nesou souhrnny ndzev fytokanabinoidy a lze je obecné nalézt
ve vSech rostlinnych ¢astech, kromé semen. Stopy fytokanabinoid obsazené v semenech
jsou s nejvétsi pravdépodobnosti vysledkem kontaminace konopnou pryskyftici. V zasadé
neexistuji zadné kvalitativni rozdily ve spektru fytokanabinoidii mezi jednotlivymi castmi
rostlin, jednd se pouze o rozdily kvantitativni. Nejvyssi koncentrace fytokanabinoidt se
vyskytuji ve specializovanych sekreénich strukturach, zlaznatych trichomech samicich
kvéth. V listech je jejich obsah nizsi a K postupnému snizovani dochazi dale pies stonek

az ke kofeniim, kde je obsah fytokanabinoidd velmi nizky [48].

Fytokanabinoidy jsou produkovany metabolismem rostliny v kyselé formé, coz znamena, ze
obsahuji  karboxylovou kyselinu pfipojenou k aromatickému kruhu.  Neutralni
a psychoaktivni formy fytokanabinoidi jsou vysledkem neenzymatické dekarboxylace
vlivem tepla, slune¢niho zéafeni ¢i dlouhodobého skladovani ztratou relativné nestabilni
karboxylové skupiny ve formé oxidu uhli¢itého (CO2) [46, 48]. Biosyntetické drahy hlavnich
fytokanabinoidt s pentylovymi postrannimi fetézci, jako jsou THC, CBD, kanabinol (CBN),
kanabichromen (CBC) a kanabigerol (CBG) zacinaji syntézou kyseliny kanabigerolové
(CBGA), ktera je ustifednim meziproduktem pro biosyntézu fytokanabinoidi. Prekurzory
biosyntézy pochézeji ze dvou odlisnych drah. Jedna se o plastidovou dréhu, ktera vede
k biosyntéze prvniho prekurzoru GPP a 0 OA, jenz je druhym prekurzorem a produktem
polyketidové drahy. Prvnim specifickym biosyntetickym krokem je kondenzace GPP s OA
za vzniku CBGA. Za pomoci specifickych enzymii dochazi k stereoselektivni oxida¢ni
cyklizaci monoterpenové ¢asti CBGA na kyselinu kanabidiolovou (CBDA), kyselinu
A°-tetrahydrokanabinolovou (THCA) a kyselinu kanabichromenovou (CBCA). THCA miize
nasledn¢ dale oxidovat za tvorby kyseliny kanabinolové (CBNA) [48, 51]. K neenzymatické
dekarboxylaci kanabinoidnich kyselin za vzniku neutralnich forem dochazi pfirozené
Vv pribéhu casu, nebot’ jejich pfitomnost je zvelké Casti vysledkem proménlivych
a neptedvidatelnych podminek béhem vsech fazi péstovani, sklizn€, zpracovani, skladovani
a pouzivani. Je tedy tfeba brat v uvahu pravdépodobnost, Ze se dobie definovany piipravek
Z konopi mize velmi rychle zménit na produkt s vyrazné odliSnymi biologickymi ucinky
[48]. Existuji také ruzné izomery fytokanabinoidt, které jsou vysledkem variaci nebo
izomerace polohy dvojné vazby v alicyklickém uhlikovém kruhu, jako napiiklad

A8-tetrahydrokanabinol (A8-THC). Dalsim neobvyklym fytokanabinoidem je CBN, ktery se
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netvofi biosynteticky, ale je oxida¢nim degradantem THC. Chemické struktury hlavnich

fytokanabinoidd jsou vyobrazeny na Obr. 7 [52].
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Obrézek 7 Chemické struktury hlavnich fytokanabinoida — upraveno dle [47]

Krom¢ fytokanabinoidii produkuje konopi celou fadu sekundarnich metaboliti, které
se produkuji jako adaptace na specifické funkce rostlin zejména za ucelem zlepSeni ristu
rostlin nebo obrany proti biotickému a abiotickému stresu. Tyto metabolity poskytuji rizné
biologické aktivity pro pouziti v humanni mediciné a farmaceutickém primyslu.
Déle je tfeba zminit také nekanabinoidni slouc¢eniny obsazené v C. sativa, v¢etné terpenoidu
a flavonoidii, nebot’ mohou byt potenciondlnim zdrojem jejich protizanétlivé aktivity

a specifické viin¢ [51].
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7 MOZNOSTI APLIKACE FYTOKANABINOIDU

Primyslové konopi je hojné vyuzivano k vyrobé riznorodych primyslovych a spotiebnich
produktil, v€etné potravin a napoju, dopliik stravy, kosmetiky a ptipravkl pro osobni péci,
ale take textilii, papiru, stavebnich a izolaénich materiald, natéra a biopaliv. Primyslova
odvétvi povazuji konopi za slibné feSeni, a tedy alternativu k syntetickym vyrobkam.
V budoucnu lze o¢ekavat nékolikandsobné zvyseni vyrobki z konopi na globalnim trhu, coz

fadi konopi mezi slibné suroviny s hlavnim symbolem udrZitelného zeméd¢lstvi [53].

7.1 Potravinaisky primysl

Vyuziti konopi jako potraviny se datuje zhruba pred 3000 lety, kdy jej Ciiané a Nepalci
pouzivali jako hlavni potravinaiskou komoditu. Konopi vSak nakonec ztratilo svilj vyznam
jako jidlo, zatimco jeho psychoaktivni vlastnosti ziskavaly ¢im dal tim vét$i pozornost a jeho
pestovani se stalo nezdkonné. S ptibyvajicim ¢asem a mnoZzstvim odbornikli na vyzivu, bylo

konopi oZiveno a predstaveno jako velmi zdravy zdroj potravy [53].

Jedine¢na nutri¢ni kvalita je dana pfitomnosti proteinu z konopnych semen nazyvaného
edestin. Tento unikatni protein je velmi snadno stravitelny a zaroven podobny globulédrnim
proteinim lidského téla, které se nachdzeji v krevni plazmé€, coz znaci jeho dobrou
kompatibilitu s lidskym zazivacim systémem. V celé rostlinné #i§i ma konopi nejvyssi
mnozstvi tohoto proteinu v semeni. Edestin je nejbohat$i zdroj kyseliny a-linolové
a predstavuje tak vhodny zdroj tukd zejména pro ty, ktefi nekonzumuji ryby ¢i vejce.
Konopne seminko také obsahuje fytosteroly, které pomahaji snizovat mnozstvi cholesterolu
Vv téle tim, Zze odstranuji tuky ptitomné v tepnach. V zavislosti na vyzivovych vlastnostech
konopi bylo na trh uvedeno mnoho novych vyrobki, véetné¢ konopného masla, konopného

oleje, konopného mléka anebo konopné mouky [53].

ProtoZe se konopné produkty vyrabi pro pouziti v potravinach, existuje obava, ze by olej
mohl byt kontaminovan vyznamnym mnozstvim psychoaktivni slozky THC. Ptestoze
samotné¢ konopné semeno metabolicky neprodukuje z4ddné kanabinoidy, Ize je
vV konopném oleji detekovat, nebot” kanabinoidy a dalsi slozky pfitomné v pryskytici mohou
byt pteneseny z kvéth a listli na semena a nasledné do oleje béhem lisovani. Mezi zplisoby
prevence takové kontaminace patii diikladné ¢isténi semen, véetné odstranéni plasté semen,
tedy loupani a pouziti odrid konopi s certifikovanym nizkym obsahem THC, tedy

technického konopi s maximalnim obsahem THC do 0,2 % na evropském trhnu. V dnesni
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dobé je mnozstvi THC pozorované v konopném oleji obvykle tak malé, ze neexistuje

moznost intoxikace, a tudiz Zadné potencialni negativni u¢inky na lidské zdravi [48].

7.2 Kosmeticky primysl

Uspéch v konopném primyslu, pokud jde o objevujici se trendy v piirodni kosmetice,
pochazi ze zékladnich vlastnosti rostliny, které pomahaji udrzet zdravou pokozku
spotiebitele. Konopnd kosmetika pfichazi se silnou zékladnou pro riist jako alternativa
pro spotiebitele, kteti upfednostiiuji pfirodni ingredience s malym nebo Zadnym dopadem
na zivotni prostiedi. JelikoZ je konopi bohaté na esencialni mastné kyseliny, pomaha 1é¢it
zanéty pokozky, vyrovnavat akné, regulovat mnozstvi kozniho mazu a zklidiovat pokozku.
CBD je hlavni slozkou konopi, ktera bojuje proti starnuti pokozky spolu s prokazatelnymi
antioxida¢nimi ucinky. CBD také spolupracuje s lidskym endokanabinoidnim systémem,
¢imz podporuje obnovu a omlazeni pokozky [53]. CBD silné reguluje proliferaci, migraci
a neurogenezi mezenchymalnich kmenovych bunék, které maji prokazatelné protizanétlivé,
imunitni, metabolické a samoobnovovaci vlastnosti. VétSina kosmetickych produktti na bazi
CBD oleje je legalné k dispozici s koncentraci THC nizs$i nez 0,3 mg [54]. Kromé
konopnych pletovych a télovych produktt jsou konopné slouéeniny také michany jako
piisady do Sampond, balzdmi a lakli na vlasy, mydel, balzam na rty, rt€nek, krémi na ruce

¢i deodorantu [53].

7.3 Fytokanabinoidy a oralni mikrobiom

Zubni plak oznacuje slozity biofilm, ktery funguje jako rezervoar nckolika mikrobi.
Lze jej definovat jako mékky povlak ulpivajici na povrchu zubu ¢i na jinych tvrdych
povrSich v dutiné ustni, v€etné odnimatelnych a pevnych ndhrad. Zubni plak se tvoii
kombinaci slin, tekutin a zbytkl potravin usazenych na povrchu zubt a linii dasni. Obsahuje
tisice bakterii, které preméniuji zbytky jidla na kyseliny, coz nakonec vede k iniciaci zubnich

onemocnéni, jako je zubni kaz, zanét dasni a periodontalni onemocnéni [55].

Paradentdza neboli onemocnéni dasni je celosvétovy problém vefejného zdravi, ktery
kazdoroc¢né postihuje miliony lidi a je nejcastéjsi pricinou ztraty zubl u dospélych jedinct.
Jedna se o infekci dasni, ktera postihuje mékké a tvrdé tkané v oblasti zubt. ProtoZe zubni
povlak je primdrni pti¢inou n¢kolika zubnich onemocnéni, mél by se pravidelné odstrafiovat
pomoci riznych druhti pomiicek pro pé¢i o Ustni dutinu, véetné mechanickych pomicek,

jako jsou zubni a mezizubni kartaéky ¢i mezizubni nit€¢ a chemickych pomucek, jako jsou
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ustni vody a zubni pasty. Spolu s komer¢né dostupnymi latkami ke snizeni bakterialniho
obsahu zubniho plaku je k dispozici fada piirodnich pfipravkl, zahrnujici extrakty
z granatového jablka, skofice, aloe vera nebo moiskych ftas. Podobné maji také
fytokanabinoidy extrahované z konopi potencidlni antimikrobialni vlastnosti proti
grampozitivnim i gramnegativnim druhlim. Byla porovnana u¢innost komer¢nich ptipravka
pro péci o ustni dutinu a kanabinoidii na snizovani bakteridlniho obsahu zubnich plakt.
Kanabinoidy vykazovaly proti komer¢nim ptipravkim Colgate a Oral B vyssi u¢innost
pii sniZzovani poc¢tu kolonii bakterialnich kment zubniho plaku. Extrakty C. sativa vykazuji
antimikrobialni aktivitu na grampozitivni bakterie, jako jsou Bacillus subtilis, B. pumilus,
Staphylococcus aureus, Micrococcus flavus a gramnegativni bakterie, jako Proteus vulgaris,
Bordetella bronchioseptica, Pectobacterium carotovum, Pseudomonas savastanoi.
Antimikrobidlni uc¢inek byl rovnéZ zaznamenan i u Aspergillus niger a Candida
albicans [55]. Vysoké davky CBD, CBN a THC potlacuji rist oralnich patogeni
Porphyromonas gingivalis a Filifactor alocis, zatimco Treponema denticola zistala vaci
témto fytokanabinoidiim rezistentni ve vSech testovanych davkach [56]. Endokanabinoid
anandamid vykazuje antibakterialni vlastnosti proti kmenim S. aureus rezistentnim vuci
antibiotiku methicilinu (MRSA) tak, ze inhibuje jejich schopnost tvofit biofilm, snizuje
metabolickou aktivitu zralého biofilmu a modifikuje vlastnosti povrchu bakterialnich bunék
bez usmrceni bakterii. Endokanabinoidy a slou¢eniny jim podobné mohou slouzit jako
pfirozend obranna linie proti MRSA nebo jinym bakteriim rezistentnim na antibiotika.
Takové kanabinoidy by vzhledem ke svému ptisobeni proti biofilmu mohly byt slibnou
alternativou k antibiotikim proti infekcim MRSA souvisejicim s biofilmem. Podobné

ucinky jako na MRSA byly zaznamenany rovnéz u fytokanabinoidi CBD a CBG [55].
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II. PRAKTICKA CAST
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8 CILPRACE

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace je zjistit mozny Kvantitativni a kvalitativni vliv
pfirodnich fytokanabinoidi na mikrofléru ustni dutiny metodami mikrobiologickymi

a pokrokové molekularné-biologickymi.
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9 MATERIAL A METODY

9.1 Pristroje a pomiicky

Laboratorni ptedvazky (KERN, Némecko)

Laboratorni vertikalni autoklav Systec 2540 EL (Systec, Némecko)
Laminarni box (Telstar, Spanélsko)

PCR box AURA PCRTM (BIOAIR, Italie)

Laboratorni tiepacka Vortex-Genie 2 (MO BIO Laboratories Inc., USA)
Laboratorni minitiepacka MS 3 basic (IKA, Némecko)

Linearni tiepatka SK-0180-E (DLAB, Cina)

Centrifuga MiniSpin Plus (Eppendorf, Némecko)

Dry Block Heating Thermostat Bio TBD-100 (Biosan, Loty$sko)
Spiral plater Eddy Jet 2 (IUL, Spanélsko)

Automatic Colony Counter SphereFlash® (IUL, Spanélsko)
Spektrofotometr Tecan Infinite 200 PRO (Tecan, Svycarsko)
Biologicky termostat (Memmert, Némecko)

Termocykler Aeris™ (ESCO, Singapur)

Mikrovinna trouba (Electrolux, Svédsko)

Elektroforetické vana + piislusenstvi MultiSUB Mini (Consort, Belgie)

Elektroforeticka vana + piislusenstvi HU10 Mini-Plus Horizontal (SCIE-PLAST,
UK)

Zdroj napéti elektroforetické vany EV243 (Consort, Belgie)
UV-transluminétor InGeniusLHR (SYNGENE, UK)
Vortex V-1 Plus (Biosan, USA)

Anaerostat (Merck, Némecko)

Automatické mikropipety
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e Davkovac na 1dhev

e Bé&zné laboratorni sklo a pomicky z plastu

9.2 Material

Jednorazové mezizubni karta¢ky (Dontodent, Némecko)

e Papirova stupnice barevné $kaly zubt (Opalescence, USA)
e Eddy Jet kalisky na vzorek (IUL, Spané&lsko)

e Eddy Jet mikroinjekéni stiikacky (IUL, Spanélsko)

e Anaerobni vyvije¢ Anaerocult® A (Merck, Némecko)

e Anaerobni vyvije¢ Anaerocult® A mini (Merck, Némecko)
e DNeasy® Blood & Tissue Kit (QIAGEN, USA)

e EliZyme™ HS Robust MIX (Elisabeth Pharmacon, CR)

e Marker 100 bp DNA Ladder (Biolabs, UK)

e PCR clean-up, NucleoMag® 96 PCR (MACHEREY-NAGEL, Némecko)
9.3 Priprava roztoki a zivnych pid

9.3.1 Fyziologicky roztok

K piipravé fyziologického roztoku bylo zapotiebi navazit 4,3 g NaCl (s piesnosti na 0,1 g),
rozpustit jej v destilované vod¢ a prevést do sklenéné reagencéni lahve. Nasledné byla
reagenéni lahev doplnéna destilovanou vodou na pozadovany objem 500 ml. Za pomoci
davkovace upevnéného na reagencni lahvi byl roztok davkovan v objemu 3 a 4,5 ml
do sterilnich sklenénych zkumavek. Takto pfipravené zkumavky s fyziologickym roztokem

byly sterilizovany v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut.

9.3.2 Lyzacni pufr

Na piipravu lyza¢niho pufru bylo do reagencni lahve prevedeno 10 ml ze zdsobniho roztoku
1M TRIS (pH 8,0) a 20 ml ze zasobniho roztoku 0,5M EDTA (pH 8,0). Nésledné bylo
ke smési pridano 5 ml 20% roztoku SDS a reagencni ladhev byla doplnéna destilovanou
vodou na pozadovany objem 100 ml. Vysledny lyzac¢ni pufr tedy obsahoval 100mM TRIS,
100mM EDTA, 1% SDS a destilovanou vodu.
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9.3.3 Plate Count Agar (PCA)

Ke stanoveni celkového poc¢tu aerobnich a fakultativné anaerobnich mikroorganismu byla
vyuzita PCA zivna pida, kterd byla pfipravena navazenim 7 g PCA (s ptesnosti na 0,1 g)
do sklenéné reagencni l1adhve a doplnénim destilovanou vodou na pozadovany objem 400 ml.
Takto pfipravena a fadné rozmichana zivna puda byla v reagen¢nich lahvich sterilizovana
Vv autoklavu pfti teploté 121 °C po dobu 20 minut. Nasledn¢ byla vysterilizovana ptda rozlita

do sterilnich plastovych Petriho misek.

9.3.4 Reinforced Clostridial Broth + Agar (RCA)

Zivna piida RCA byla pouzita pro stanoveni celkového poétu anaerobnich a fakultativné
aerobnich mikroorganismi. Do sklenéné reagen¢ni lahve bylo navazeno 15,2 g zesilené¢ho
klostridialniho bujonu, ke kterému bylo pfidano 6 g agaru (s piesnosti na 0,1 g) pro zvySeni
pevnosti zivné pidy. Smes byla doplnéna destilovanou vodou na pozadovany objem 400 ml,
fadné rozmichana a ponechana ke sterilizaci v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu

20 minut. Nasledné byla vysterilizovana puda rozlita do sterilnich plastovych Petriho misek.

9.4 Testované pripravky

Diplomova prace byla vytvofena ve spolupraci s Vyzkumnym ustavem Cannasan z.U0.
atestované ptipravky byly do studie laskavé poskytnuty panem Ing. FrantiSkem
Bednatikem, ktery preparaty Cannasan vyrabi. Preparaty Cannasan obsahuji sirokou $kalu
kanabinoidd, pfi¢emz obsah THC je niz$i nez 0,2 %, tudiz nevykazuji zadné psychotropni
ucinky.

V této experimentalni studii byl testovan patentovany doplnék stravy Cannasan IMUNO,
ktery byl dobrovolnikiim poskytnut ve formé peroralnich kapsli. Druhym testovanym
ptipravkem byla zubni pasta Cannasan. Ugastnici studie byli instruovani o zptisobu
davkovani kapsli (1-0-1) a doporucené aplikaci zubni pasty. Oba testované piipravky byly
dobrovolnikim vénovany K pravidelnému kazdodennimu pouzivani v domacim prostredi
po dobu 3 mésici. Ramcové slozeni preparati Cannasan dle Mezinarodni nomenklatury
kosmetickych ptisad (INCI):

e Cannasan IMUNO: Cannabis sativa, Vitis vinifera, Brassica napus, Ribes nigrum,

Taraxacum officinale, Salvia officinalis, Fagus sylvatica, Helianthus tuberosus;

e Cannasan zubni pasta: Coconut oil, Vitis viniter, Cannabis sativa, Vitis vinifera,

Chamomilla officinalis.
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9.5 Charakterizace souboru uéastnika studie

Experimentalni studie se dobrovoln¢ zacastnilo celkem 30 zen ve vékovém rozhrani 37-63
let. Pfed zacatkem experimentu bylo dobrovolnikiim pfedlozeno k podpisu prohlaseni
ucastnika studie (Pfiloha P I) a informovany souhlas s ucasti ve studii (Pfiloha P II).
Nasledné bylo kazdému dobrovolnikovi ptidéleno evidenéni ¢islo, pod kterym byl veden
po celou dobu studie. Dobrovolnici byli rozdéleni na zakladé testovanych preparatt do
4 skupin, ptic¢emz 4. skupina slouzila jako kontrola a skladala se celkem z 5 dobrovolniki,
ktefi nepouzivali zadny z testovanych preparati. Vékovy pramér této kontrolni skupiny byl
44 let (prosty aritmeticky prumér). Dobrovolniktim, ktefi uzivali pouze potravinovy doplnék
byla pfifazena 1. skupina (kapsle). Dohromady tuto skupinu tvofilo 10 dobrovolniki
s vékovym prumérem 44 let. Do 2. skupiny bylo zafazeno 11 dobrovolnikl, jimz byly
ptifazeny oba testované preparaty, tedy potravinovy dopln€k i zubni pasta. Vékovy primér
této skupiny ¢inil 49 let. Posledni zminéna 3. skupina byla zrealizovana pro dobrovolniky,
ktefi pouzivali pouze zubni pastu. Celkem se jednalo o skupinu 4 dobrovolnikt s vékovym
prumérem 47 let. Krabicovy graf vyobrazeny na Obr. 8 znazorfiuje vékové rozhrani
ucastnikil studie vcetné priméru a medianu pro kazdou skupinu. Soucésti experimentalni
studie byl také dotaznik, ktery piiblizoval zejména zdravotni stav Ustni dutiny a stravovaci
zvyklosti dobrovolnikt (Piiloha P I11).
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Kapsle Kapsle+pasta Pasta Kontrola

Obrazek 8 Charakteristika vékového rozhrani téastnikt studie
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9.6 Odbér vzorku

Vzorky byly u skupin dobrovolnikti postupné odebirany pied zahajenim experimentu, dale
pak po 1 a nasledné po 3 mésicich pouzivani testovanych preparatd Cannasan. Kazdy
dobrovolnik byl rovnéz informovan, aby pfiblizn¢ 1,5 — 2 hodiny pfed odbérem nejedl,
nekoufil, neprovadél Gstni hygienu a aby po tuto dobu pil pouze ¢istou vodu. Odbér vzorku
byl realizovdn samotnym dobrovolnikem pomoci dvou jednorazovych mezizubnich
kartacka, pticemz kazdy slouzil pro jednu stranu ustni dutiny, a to v€etné vrchnich i spodnich
mezizubnich prostor. Po provedeni odbéru vzorku z mezizubnich prostor daného
dobrovolnika byl konec prvniho mezizubniho kartacku z pravé strany ihned odstiizen
avlozen do 3 ml fyziologického roztoku ve zkumavce pro mikrobiologickou analyzu,
zatimco konec druhého mezizubniho kartacku se vzorkem zlevé strany byl vnesen
do 200 ul lyzaéniho pufru v eppendorfce a ihned zmrazen. Takto piipraveny vzorek dale
slouzil pro molekularné-biologickou analyzu. Kazda zkumavka i eppendorfka se vzorkem

byla vzdy fadné oznacena jak eviden¢nim ¢islem, tak ¢islem méfeni.

9.7 Hodnoceni barevné §kaly zubii

Soucasti procesu odbéru vzorki bylo také hodnoceni barevné §kéaly zubii dobrovolnik.
Hodnoceni bylo provadéno pomoci barevné papirové stupnice (Obr. 9), ktera se piikladala

k hornim fezakim dobrovolnika (11, 12).
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Obrazek 9 Barevna stupnice Opalescence
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Barevna papirova stupnice byla dale rozdélena na 2 podstupnice, a to na stupnici
Yellow/Brown (Y/B), ktera signalizovala podton zubt do Zluta, a na stupnici Grey/Brown
(G/B) s podtonem zubii do $eda. Stupnice Y/B nabyvala hodnot 1-12, zatimco stupnice G/B
nabyvala hodnot 1-7. Na zaklad¢ vizualni podobnosti barvy zubt byla dobrovolnikiim
ptitazena hodnota na odpovidajici stupnici. K eliminaci odli$nosti v individualnim vnimani
barev byla hodnota dobrovolnikim piifazena az po piedeslé konzultaci s dal§i osobou.
Vyhodnoceni bylo provedeno vzdy za konstantnich svételnych podminek uvniti laboratote.
Hodnoceni barevné Skdaly zubli bylo vykonano na zacatku experimentu, dale pak

po 1 a nasledné po 3 mésicich pouzivani testovanych preparatti Cannasan.
9.8 Mikrobiologicka analyza

9.8.1 Kultivaéni metoda

Mikrobiologicka analyza byla provedena nejpozdéji do 2 hodin od odbéru kazdého vzorku
nasledujicim zplisobem. Pro maximalni uvolnéni mikroorganismt z mezizubniho kartacku
do fyziologického roztoku byl stojan se zkumavkou upevnén na linearni tfepacce, kde byl
ponechan k tfepani rychlosti 200 ot/min pfi laboratorni teploté po dobu 5 minut. Nasledujici
kroky byly provedeny v zafizeni s proudem filtrovaného vzduchu, tedy laminarnim boxu,
ktery byl pfed samotnou praci vysvicen ultrafialovym (UV) svétlem po dobu 15 minut.
Veskeré tkony byly také vykonavany v chirurgickych rukavicich. Vzhledem k vysokému
poctu mikroorganismi v ptivodnim vzorku bylo nutné provést desitkové fedéni. sterilnim
fyziologickym roztokem. Z ptivodni zkumavky se vzorkem bylo automatickou mikropipetou
odpipetovano 500 ul tekutiny do nové zkumavky se sterilnim fyziologickym roztokem
oobjemu 4,5 ml. Timto zpisobem byla ziskana 10x zifedéna suspenze, z které bylo
po promichani na vortexu odpipetovano 500 ul do dalsi nové zkumavky pro ziskani 100x
ziedéné suspenze. Z takto pripravenych ziedénych suspenzi a z piivodni nefedéné suspenze
bylo automatickou mikropipetou odebrano 1000 ul vzorku a tento objem byl pipetovan
do plastovych kaliska Eddy Jet. Kalisky se vzorky byly nasledné postupné od nejvyssi
automatické naockovani Zivnych ptid na Petriho miskach pomoci sterilni mikroinjekéni
stiikacky Eddy Jet. Princip spirdlové metody spoCivd v rozprostifeni definovaného
klesajiciho mnozstvi vzorku na Petrtho misce pomoci Archimédovy spiradly za ucelem
naockovani n¢kolika faktorti fedéni na jednu Petriho misku. Na pfistroji byl nastaven

logaritmicky typ spiraly s objemem vzorku 50 ul a opakovanim celkem pro 3 Petriho misky.
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Nasledné byla z kazdého kalisku provedena inokulace vzorku na 2 Petriho misky s PCA
zivnou pudou a na 1 Petriho misku s RCA zivnou pudou. Kazda Petriho miska byla ozna¢ena

eviden¢nim ¢islem, ¢islem méteni i piislusSnym fedicim faktorem.

Celkovy pocet mikroorganismi byl stanovovan jak pii aerobni kultivaci, ke které byla
vyuzita PCA zivna ptda, tak pfi anaerobni kultivaci, ke které byla vyuzita RCA zivna puda.
Anaerobni kultivace byla provedena vlozenim naockovanych RCA Petriho misek
v zavéSené poloze do plastového anaerostatu za pouziti vyvijeCe anaerobni atmosféry
Anaerocultu A. Poté byl anaerostat uzavien a ponechan k inkubaci spolu s naockovanymi
PCA Petriho miskami, které byly rovnéz v zavésené poloze umistény do krabic. Inkubace
probihala v biologickém termostatu pii teploté 37 °C po dobu 48 hodin. Po inkubaci byly
vzniklé kolonie na Petriho miskdch automaticky pocitany a piepocitany na pocet
mikroorganismi v pivodni vzorku pomoci pfiistroje SphereFlash, z kterého byla

vyhodnocena hodnota CFU/mI (pocet kolonie tvoticich jednotek na 1 ml vzorku).

9.8.2 Diskova difuzni metoda

Jednotlivé preparaty Cannasan byly take testovany diskovou difuzni metodou, kdy béhem
kultivace dochézi k difuzi latek z disku do okolniho agaru. Potencialni antibakterialni i¢inky

se u testované latky projevi tvorbou inhibi¢ni zony kolem disku.

Nejdiive byla vytvoiena bakteridlni suspenze z ¢isté kultury ve fyziologickém roztoku.
Bakterialni kmeny byly obdrzeny z Ceské sbirky mikroorganismii (CCM) a pro testovani
antimikrobialnich t¢inkd byly vybrany kmeny Escherichia coli ATCC 25922 (CCM 3954)
a Staphylococcus aureus ATCC 25923 (CCM 3953). Jednotlivé kolonie vybranych
bakterialnich kment byly pomoci sterilni klicky postupné vneseny do fyziologického
roztoku tak, aby vytvoieny zaékal odpovidal stupnici 0,5 McFarlandova zékalového
standardu. Vysledné bakterialni inokulum bylo ihned po zhotoveni krouzivym pohybem
rozlito v mnozstvi 1 ml na povrch pfedem piipravené Petriho misky s Mueller-Hintonovym
agarem. Na takto inokulované Petriho misky byly polozeny 2 sterilni papirové disky
o pruméru 6 mm, na které bylo predem aplikovano vzdy 10 g testované¢ho preparatu
Cannasan (Cannasan IMUNO, zubni pasta Cannasan). Bezprostiedné po aplikaci diskd byly
Petriho misky inkubovany v biologickém termostatu pfi teploté¢ 37 °C po dobu 24 hodin
a cely experiment byl tiikrat opakovan.
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9.9 Molekularné-biologicka analyza

9.9.1 Izolace DNA

Pro maximalni vytézek byla izolace DNA provedena pomoci DNeasy® Blood & Tissue Kit
firmy QIAGEN. Nazvy jednotlivych roztoku jsou uvedeny dle originalniho navodu a cely
systém je optimalizovan tak, aby umoziioval pfimou lyzi bunék s naslednou selektivni
vazbou DNA na membranu DNeasy, pii¢emz jednoduché zpracovani centrifugaci zcela
odstraiiuje kontaminujici latky a inhibitory enzymu, zejména proteinti. Purifikovana DNA
se v kone¢né fazi eluuje v pufru s nizkym obsahem soli nebo ve vod¢ a je prichystana

k pouziti v naslednych aplikacich.

Izolace DNA ze vzorku byla realizovana dle navodu DNeasy® Blood & Tissue Kitu
nasledovné. Nejprve byla eppendorfka se zmrazenym lyza¢nim pufrem obsahujici vzorek
vyjmuta z mraziciho boxu a ponechana k rozmrazeni pii pokojové teploté. Poté bylo
k roztoku pfidano 20 pl proteinazy K spolu s 200 ul pufru AL. Eppendorfka se smési byla
fadn¢ uzaviena a vloZzena v horizontadlni poloze do adaptéru laboratorni tifepacky
Vortex-Genie 2, kde byla vortexovana zhruba 1 minutu. Nasledné byla eppendorfka
pfemisténa do vyhiatého termobloku na 56 °C a ponechana k inkubaci po dobu 10 minut.
Po inkubaci byla eppendorfka vyjmuta z termobloku a ke smési bylo pfidano 200 pl
96% ethanolu. Takto pfipravena smés byla Vv uzaviené eppendorfce opétovné vlozena
do adaptéru laboratorni tfepacky a vortexovana 1 minutu. Po uplynuti této doby byl cely
objem piepipetovan na MiniSpin kolonku s membranou DNeasy, které byla vsunuta do 2 ml
mikrozkumavky. Ucelend aparatura kolonky a mikrozkumavky byla centrifugovana
pii 8 000 rmp po dobu 1 minuty. Profiltrovany roztok byl spolu s mikrozkumavkou
odstranén a kolonka byla pfipevnéna na novou 2 ml mikrozkumavku. Na kolonku bylo
nasledné pipetovano 500 ul pufru AW1, ktery obsahuje ve vysoké koncentraci chaotropni
sul, jenz podporuje specifickou adsorpci DNA na silikatovy povrch DNeasy membrany
spinoveé kolonky. Ucelend aparatura byla znovu podrobena centrifugaci pii 8 000 rmp
po dobu 1 minuty. Kolonka byla pfemisténa na novou 2 ml mikrozkumavku, pii¢emz
predesla mikrozkumavka byla i s filtratem opét odstranéna. Na kolonku byl pipetovan pufr
AW?2 o0 objemu 500 pl a ucelena aparatura byla podrobena centrifugaci pfi 14 000 rmp
podobu 3 minut. Po centrifugaci byla mikrozkumavka s profiltrovanym roztokem
zlikvidovéna a kolonka byla ptipevnéna na novou eppendorfku 0 objemu 1 ml. Adsorbovana

Cistd DNA byla eluovana ptidanim 100 pl pufru AE piesné do stiedu bilé DNeasy membrany
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spinove kolonky a naslednou inkubaci pii pokojové teploté po dobu 5 minut. Po inkubaci,
a tedy uvolnéni DNA z membrany, byla upevnéna kolonka spolu s eppendorfkou
centrifugovana pti 8 000 rmp po dobu 1 minuty. Tento krok byl pro zvyseni vytézku DNA
znovu opakovan. Po dokonceni centrifugace byla kolonka zlikvidovana a eppendorfka
obsahujici izolovanou ¢istou DNA byla uchovana v mrazicim boxu pro naslednou

molekularni analyzu.

9.9.2 Kontrolni stanoveni koncentrace a ¢istoty izolované DNA

Pro kontrolni stanoveni koncentrace a ovéfeni ¢istoty izolované DNA byla vyuzita
spektrofotometricka metoda. M¢éfeni bylo provedeno pomoci piistroje Tecan Infinite
200 PRO a pfislusného ovladaciho programu. Zpocatku byly jamky mikrodesticky
procistény malym mnozstvim lihu a poté nasledovalo prométeni absorbance elu¢niho pufru
BE, ktery slouzil jako ,,blank*. Do kazdé jamky desti¢ky Nano Quant bylo pipetovano 2 pl
tohoto pufru a nasledné byla métena absorbance pii vinové délce 260 a 280 nm. Po skonceni
méieni byl eluéni pufr odstranén a jamky mikrodesticky byly opét procistény. Do kazdé Cisté
jamky bylo pipetovano 2 ul vzorku izolované DNA a absorbance byla proméfena
pti stejnych vlnovych délkéch, jako u predchoziho elu¢niho pufru. Ptislusné vinové délky
byly zvoleny dle charakteristik struktur obsazenych ve vzorku. Koncentrace DNA byla
vypocitana na zédkladé¢ zméfené absorbance pii 260 nm, nebot’ tato oblast vinové délky
odpovida absorpénimu maximu nukleovych kyselin. Proteiny, jakozto mozné kontaminanty
izolované DNA, maji své absorpéni maximum pii vinové délce 280 nm. Ovéfeni Cistoty
DNA, respektive mira zne€isténi proteiny, byla stanovena z poméru A260/A280. Jestlize se
hodnota poméru nachazela v rozmezi 1,8 — 2,0, vzorek izolované DNA nebyl zneciStén

kontaminanty.

9.9.3 Priprava reakéni smési a vlastni pribéh PCR

Z izolované DNA byla pro néslednou taxonomickou analyzu bakterialniho a houbového
profilu oralniho mikrobiomu prostfednictvim NGS provedena amplifikace vybranych useku

DNA pomoci metody PCR, ktera byla uskuteénéna ve dvou krocich.
Primarni PCR

Vybranym Gsekem amplifikace byla pro taxonomickou identifikaci bakterii variabilni oblast
V4-V5 genu kddujiciho 16S rRNA. Pro amplifikaci této variabilni oblasti byly aplikovany
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primery 515f a 926r. Pro taxonomickou analyzu hub byl za cilové misto amplifikace zvolen

interni transkribovany spacer 2 (ITS2) a PCR byla provedena pomoci primert ITS3f a ITS4r.

Ptiprava reak¢éni smési pro primarni PCR probihala ve specialnim PCR boxu, ktery byl pied
samotnou praci vysvicen UV zafenim po dobu 15 minut. VSechny potiebné reagencie byly
pted aplikaci Setrné rozmrazeny, kratce promichany a stoCeny na centrifuze. Pipetované
objemy jednotlivych komponentl reakéni smési jsou uvedeny v Tab. 1, pficemz celkovym

objem smési byl 25 pl.

Tabulka 1 Slozeni reakéni smési pro primarni PCR

Komponenty reakéni smési | Objem [ul] | Koncentrace v reakéni smési
2x EliZzyme™ HS Robust MIX 12,5 1x
Sterilni PCR voda 9,5
Primer f (10 umol/l) 1,0 0,4 umol/I
Primer r (10 umol/l) 1,0 0,4 umol/Il
Templat DNA 1,0

Eppendorfky s takto pfipravenou PCR reakéni smési byly promichany, centrifugovany
a poté vlozeny do stojanu termocykleru Aeris™, kde probihala amplifikace. Casové
a teplotni profily byly zvoleny dle programu uvedeného v Tab. 2. Po skonceni reakce lze
produkty udrzovat v bloku termocykleru pfi teplot¢ 4 °C neomezené dlouhou dobu, coz

je mozno vyuzit jako formu skladovani produktii ped jejich samotnou detekci.

Tabulka 2 Podminky prabéhu PCR

Proces Teplota [°C] | Dobatrvani | Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 95 3 min 1
Denaturace 95 30s
Annealing 55 30s 35
Elongace 72 30s
Zavérecna elongace 72 5 min 1

Pouzity EliZyme™ HS Robust MIX obsahuje DNA polymerdzu, deoxynukleotidy (ANTP),
MgCI2 a optimalizovany reakéni pufr. Enzym je pii teploté pod 65 °C inaktivovan, ¢imz

se pfedchazi tvorbé primer-dimer komplext a nespecifickych amplifikaci.
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Sekundarni PCR

Pti sekundarni PCR jsou ziskané produkty primarni PCR pouzity jako templat a oznaceny
primery obsahujici Illumina adaptéry s indexy i7 a i5, ¢imz dojde k vytvoreni sekvenacnich
knihoven, které umoznuji naslednou identifikaci vzorkt metodou NGS. Piiprava reakéni
smési pro sekundarni PCR probihala opét v piedem vysviceném PCR boxu a pipetované
objemy jednotlivych komponentil jsou zaznamenany v Tab. 3, pficemz celkovy objem smési

&inil 50 pl.

Tabulka 3 Slozeni reakéni smési pro sekundarni PCR

Komponenty reakéni smési | Objem [ul] | Koncentrace v reakéni smési
2x EliZzyme™ HS Robust MIX 25 1x
Sterilni PCR voda 19
Primer f—i7 (10 umol/l) 2 0,4 umol/I
Primer r —i5 (10 umol/l) 2 0,4 umol/Il
Templat primarni PCR 2

Samotna PCR probihala v termocykleru za totoznych ¢asovych i teplotnich podminek
uvedenych v Tab. 2. Po dokonceni sekundarni PCR bylo provedeno kontrolni stanoveni
koncentrace a Cistoty DNA na pfistroji Tecan Infinite 200 PRO dle postupu uvedeného
v kap. 9.9.2. Usp&snost vykonané PCR byla nasledné ovéfena elektroforeticky.

9.9.4 Elektroforeticka separace produkti PCR

Elektroforéza na agarézovém gelu je nejucinnéjSim zptsobem separace fragmenti DNA
ruznych velikosti. Princip této metody je zalozen na rozdilné mobilité¢ jednotlivych
fragmentil v elektrickém poli skrz péry agarézového gelu. Fosfatova patef molekuly DNA
je zaporné nabita a po aplikaci elektrického pole se jednotlivé fragmenty pohybuji od katody
smérem k anodé¢, tedy kladné nabité elektrod€. Timto zpiisobem vétsi, neboli delsi fragmenty
migruji skrz pory gelu pomaleji, nez fragmenty malé, ¢imz dojde k jejich separaci na zékladé

rozdilné velikosti [57].

Elektroforeticka kontrola kvality a délky produktt PCR byla provedena v 1,5% agar6zovem
gelu, ktery byl pfipraven rozpu$ténim agardzy v 1x koncentrovaném Tris-Acetat-EDTA
(TAE) elektroforetickém pufru v Erlenmayerové bance. Nasledné byla smés privedena

k varu pomoci mikrovinné trouby, kde doslo k jejimu UGplnému rozpusténi a vzniku
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homogenniho roztoku. Po mirném ochlazeni byl do tekutého agaru ptidan ethidium bromid,
coz je toxické interkala¢ni barvivo, jez tvoii s nukleovymi kyselinami komplex, ktery
po osvétleni UV zafenim fluoreskuje. Takto ptipraveny agar byl nalit do horizontalni
aparatury s hiebinkem, ktery slouzil pro tvorbu jednotlivych jamek. Po dostate¢ném
zatuhnuti byl hiebinek odstranén a agar vlozen do elektroforetické vany, ktera byla
na kazdém konci opatiena elektrodou (katodou a anodou). Vana byla nasledné cela zalita
1x koncentrovanym TAE pufrem, ktery slouzil jako elektrolyt, a umoznil tak tok elektronti
mezi elektrodami. Do utvotenych jamek v gelu bylo naneseno 5 ul namnozenych fragmentd
DNA a 3 ul srovnavaciho velikostniho markeru (100 bp DNA Ladder). Elektroforeticka
vana byla pfipojena ke zdroji elektrického napéti, pficemz separace probihala pfi 90 V
podobu 20 minut. Po skonceni elektroforetické separace byl gel umistén
do UV-transluminatoru, kde po prosviceni gelu UV zafenim probihala vizualizace ziskanych

separovanych produkta.

9.9.5 Purifikace produkti PCR po elektroforetické separci

K purifikaci DNA v kone¢nych produktech PCR byla vyuzita PCR clean-up sada (kit),
konkrétné NucleoMag® 96 PCR firmy MACHEREY-NAGEL. Nazvy jednotlivych roztokt
jsou uvedeny dle origindlniho navodu a cely systém je zalozen na reverzibilni adsorpci
nukleovych kyselin na paramagnetické kulicky NucleoMag® P-Beads za vhodnych
podminek pufru. Vysoce purifikovana DNA je v kone¢né fazi eluovana elu¢nim pufrem

s nizkym obsahem soli nebo vodou a je ptipravena k pouziti v naslednych aplikacich.

Purifikace produkti PCR byla vykonana dle instrukci uvedenych v manualu purifika¢niho
kitu NucleoMag® 96 PCR nasledovné. Do kazdé jamky 96 jamkové destiCky bylo
preneseno 50 pl reakéni smési produkti PCR, ke které bylo nasledné pridano 12 pl
NucleoMag® P-Beads a zaroven 138 ul pufru MP1. Pro maximalni navazani DNA
na vysoce reaktivni paramagnetické kulicky byla desticka pfipevnéna k tiepacce
a protfepavana po dobu 5 minut pii pokojové teploté. Rychlost tfepacky byla nastavena tak,
aby se zabranilo kfizové kontaminaci mezi jednotlivymi jamkami. Paramagnetické kulicky
byly separovany pomoci magnetického separatoru a piiblizn¢ po 2 minutach od jejich
usazeni byl vznikly supernatant mikropipetou odstranén. Do kazdé jamky bylo ptidano
300 pl pufru MP2, nésledné byly paramagnetické kulicky resuspendovany tfepanim desticky
na tfepacce po dobu 5 minut pti pokojové teploté. Po uplynuti této doby byly paramagnetické

kulicky opét magnetickym separatorem separovany a po 2 minutach od jejich usazeni byl
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vznikly supernatant znovu odstranén. DalSim krokem bylo promyti paramagnetickych
kulicek s cilem odstranit pfipadné necistoty a sul. Do jamek bylo pipetovano 300 pl
promyvaciho pufru MP3 a nasledovala opét resuspendace paramagnetickych kuli¢ek, kdy
byla desticka ponechana k tiepani na tfepacce po dobu 5 minut pfi pokojové teplote.
Po resuspendaci paramagnetickych kuli¢ek byla provedena jejich separace s opetovnym
odstranénim supernatantu tak, jak bylo uvedeno v ptedchozich krocich. Promyti bylo
opakovano identickym zptisobem piidanim 200 pl promyvaciho pufru MP3 do kazdé jamky
desti¢ky s naslednou resuspendaci paramagnetickych kulicek tfepanim po dobu 5 minut
pii pokojové teploté. Pomoci magnetického separatoru byly paramagnetické kulicky opét
separovany. Po odstranéni supernatantu mikropipetou byly paramagnetické kuli¢ky suseny
pii 55 °C po dobu 10 minut. SuSeni bylo provedeno z duvodu odstranéni alkoholu
z ptedchozich krokd promyvani. Purifikovanda DNA byla z paramagnetickych kuli¢ek
eluovana piidanim 50 ul elu¢niho pufru MP4. Elucni pufr je nutné nanést tak, aby zcela
pokryval paramagnetické kulicky. Nasledné byla celd desticka opét ptipevnéna k tiepacce
a protfepavana po dobu 5 minut pifi pokojové teploté, aby doSlo k uvolnéni DNA
z paramagnetickych kulicek. Po uplynuti této doby byly paramagnetické kulicky pomoci
magnetického separatoru opét separovany a supernatant obsahujici vy¢isténé produkty PCR
byl prenesen do Strip zkumavky. Po dokonceni purifikace bylo provedeno kontrolni
stanoveni koncentrace a cistoty DNA na pfistroji Tecan Infinite 200 PRO postupem

uvedenym v kap. 9.9.2.

9.9.6 NGS a taxonomicka analyza mikroorganismu

Takto ptipravené purifikované produkty PCR byly zaslany k dalsimu zpracovéani do firmy
SEQme s.r.0., kde probihala sekvena¢ni analyza DNA knihovny na sekvenatoru
NovaSeq6000 (Illumina, San Diego, CA, USA). Sekvena¢ni data byla dale analyzovana
pomoci programu SEED verze 2.1.2 a bali¢ku Phyloseq R. Taxonomické fazeni bylo

pfifazena na zakladé porovnani dat s referenéni databazi SILVA.
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10 VYHODNOCENI A DISKUZE VYSLEDKU

10.1 Hodnoceni barevné Skaly zubt

Na zakladé slozeni zubni pasty Cannasan, kterd primarné obsahovala kokosovy olej
a abrazivni ¢astice z rozemletych zbytku rostlin konopi, byla experimentalni studie doplnéna
o hodnoceni barevné 8§kaly zubd. Z duvodu lepsi pichlednosti byly v MS Excel
pti vyhodnocovani barevné zmény zubu sestrojeny krabicové grafy pro kazdou skupinu
dobrovolnikt zvlast (Obr. 10, 11, 12, 13). Jednotlivé grafy jsou tvofeny z pfifazenych
hodnot barevné stupnice Opalescence odpovidajici redlné barvé zubti dobrovolniki.
Porovnavany jsou hodnoty pied zacatkem experimentu (1. méfeni) se ziskanymi hodnotami
na konci experimentu, tedy po ukon¢eni uzivani preparatd Cannasan (3. méfeni). Soucasti
jednotlivych grafli jsou také primérné hodnoty a medidny, které presnéji charakterizuji miru

zmény barevnosti zubl kazdé skupiny.

Celkem u 4 dobrovolniki z 1. skupiny uzivajici pouze potravinovy doplné¢k Cannasan
IMUNO (kapsle) doSlo ke snizeni hodnot o jeden stupen. Zaroven bylo u jednoho
z dobrovolnikti zaznamenano zvyseni hodnoty o jeden stupefi. U zbyvajicich 5 dobrovolniki
nedoslo k zadné barevné zméné. Navzdory nepatrnému naznaku zmén hodnot u poloviny
dobrovolnikti je z grafu na Obr. 10 ziejmé, Zze se praméry jednotlivych méfeni spolu

s mediany téméf nelisi.
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Obrazek 10 Hodnoceni zmény barvy zubt u 1. skupiny
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Obdobn¢ klesajici trend byl sledovan také u 2. skupiny dobrovolnikli uzivajici potravinovy
dopln¢k Cannasan IMUNO spolu se zubni pastou, kde u 4 dobrovolnikii doslo rovnéz
ke snizeni hodnot o jeden stupen. Zaroven bylo taktéZ u jednoho z dobrovolniki
zaznamenano zvyseni hodnoty o jeden stupen. K zadné vizualni barevné zméné nedoslo
celkem u zbylych 6 dobrovolnikt. Priméry jednotlivych méteni spolu s mediany, které jsou
znazornény na Obr. 11 charakterizuji, ze u této skupiny dobrovolnikii nedoslo v celkovém

souhrnu k prokazatelné zméné hodnot odpovidajicich zméné barevnosti zubd.

Kapsletpasta

10 T

M 1. méfeni

[ 3. méfeni

Stupnice Opalescence |-|
(=)

3]

Obrézek 11 Hodnoceni zmény barvy zubti u 2. skupiny

Nejvyznamngjsi skupinou pro hodnoceni barevné skaly zubt byla 3. skupina, kterou tvofili
celkem 4 dobrovolnici pouzivajici pouze zubni pastu Cannasan. Vzhledem ke svému slozeni
by zubni pasta Cannasan mohla mit zna¢ny vliv na pfipadnou prokazatelnou zménu
v barevnosti zubil. Po skonceni experimentu vSak tuto ideu nebylo mozné potvrdit, nebot’
u zadného ze 4 dobrovolnikli nedoslo ke zmén¢ hodnot, at’ uz 0 kladny ¢i zaporny stupen.
Neprojevenou zménu charakterizuje také graf na Obr. 12, ze kterého je ziejmé, Ze jsou

priméry jednotlivych méfeni spolu s medidny zcela totozné.
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Obrézek 12 Hodnoceni zmény barvy zubti u 3. skupiny
Z kontrolni 4. skupiny dobrovolniki, ktefi neuzivali ani jeden z testovanych preparati
Cannasan bylo celkem u 2 dobrovolnikii zaznamenano sniZzeni hodnoty o jeden stupei.
Jako jeden z moznych aspektii zmény hodnot u této kontrolni skupiny mize byt pouzité
laboratorni osvétleni, které mohlo na zakladé zmény ro¢niho obdobi ovlivnit vnimani
barevnych odstinti. K zadné zméné hodnot nedoslo u zbyvajicich 3 dobrovolnikt. Graf

na Obr. 13 znazoriiuje mediany a praméry jednotlivych méfeni, které se od sebe znaéné

nelisi.
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Obrazek 13 Hodnoceni zmény barvy zubt u 4. skupiny
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Z vyse uvedenych vysledku, a to zejména z Obr. 12, je patrné, Zze pouzivani zubni pasty
Cannasan po dobu 3 mésicii nemélo vyrazny vliv na zménu barvy zubi, at’ uz kladnym
¢i zapornym smérem. Zména barvy nebyla zaznamenana ani v piipadé kombinace uzivani
potravinového doplitku Cannasan IMUNO spolu se zubni pastou (viz Obr. 11). Zavére¢na
tvrzeni byla také statisticky podpofena Mann-Whitneyovym pofadovym testem, Ktery
na hladin€ vyznamnosti 5 % potvrdil, Ze mezi soubory z 1. a 3. méfeni neni zadny rozdil.
Vyslednd statisticka data podporuji rozhodnuti o potvrzeni nulové hypotézy, ze mediany

obou soubori jsou shodné.

10.2 Kultiva¢ni metoda

Kultiva¢ni metodou byla hodnocena zména poc¢tu aerobnich a anaerobnich mikroorganismu
pritomnych v ustni dutiné dobrovolnikt vlivem pouzivani preparata Cannasan. Ke kultivaci
za aerobnich podminek byla vyuzita PCA Zivna pida, zatimco pro anaerobni kultivaci byla
pouzita RCA zivna pada. Vyhodnoceni bylo realizovano na zakladé vzniklych kolonii, které
byly automaticky pocitany a piepocitany pomoci piistroje SphereFlash na hodnoty CFU/ml.
Vysledky jsou pro jednotlivé kultivace graficky znazornény na Obr. 14 a 15, pfi¢emz
vSechny ziskané hodnoty CFU/mI byly pro lepsi vizualizaci grafti zlogaritmovéany.
Vytvotené sloupcové grafy rovnéz obsahuji chybové usecky, které pomahaji posoudit

pfesnost a spolehlivost méteni.

Z duvodu zvyseni exaktnosti vyhodnocenych vysledka byl jako vychozi bod zvolen pramér
hodnot log CFU/mI z 1. méfeni vSech skupin dobrovolniki. Pfi aerobni kultivaci byla
primérna hodnota log CFU/ml 5,27 a pti anaerobni kultivaci 5,22 log CFU/ml. Tyto hodnoty
byly poté porovnavany se ziskanymi priméry hodnot log CFU/ml z 3. méteni pro kazdou
skupinu dobrovolnikl zvlast’. V ptipad¢ kultivace za aerobnich podminek doslo u 1. skupiny
(kapsle) ke snizeni hodnoty log CFU/ml na 5,19. Zatimco za anaerobnich podminek
kultivace u této skupiny hodnota klesla na 5,18 log CFU/ml. Mirny ubytek byl zaznamenan
rovnéz U 3. skupiny (pasta), kde doslo pii aerobni kultivaci k poklesu hodnoty log CFU/mI
na 5,14. Obdobny pokles na hodnotu 5,15 log CFU/mI byl sledovan také pii anaerobni
kultivaci. Nejvyssi Ubytek mikroorganismu byl v obou piipadech kultivace registrovan
u 2. skupiny (kapsle+pasta). U aerobti doslo k zfetelnému snizeni hodnoty log CFU/ml
na 4,90. U anaerobi byl zaznamenan pokles na hodnotu 4,86 log CFU/ml. U kontrolni
4. skupiny nedosSlo k vyraznému sniZzeni poétu mikroorganismu, at’ uz za aerobnich

¢i anaerobnich podminek kultivace.
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Obrézek 14 Celkovy pocet mikroorganismu u jednotlivych skupin za aerobnich
podminek
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Obrézek 15 Celkovy pocet mikroorganismui u jednotlivych skupin za anaerobnich
podminek

Z vyse uvedenych vysledkt (Obr. 14 a 15) je ziejmé, ze pouzivani samostatnych preparati,
at’ uz potravinového doplitku Cannasan IMUNO ¢i zubni pasty Cannasan, ma velice
nepatrny vliv na zménu poctu aerobnich a anaerobnich mikroorganismi Vv tstni duting.
V obou pfipadech kultivaci bylo zaznamenano sniZzeni poctu mikroorganismi, avSak
statisticky byly tyto zmény vyhodnoceny jako zanedbatelné. Za ptedpokladu, Ze jsou

preparaty aplikovany samostatné, je jejich ucinek na zménu poc¢tu mikroorganisma velmi
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maly. AvSak v pfipad¢ kombinace uzivani potravinového doplitku Cannasan IMUNO spolu
se zubni pastou Cannasan dochazi k nasobeni téchto u¢inku, a tedy vyraznému sniZeni poctu
mikroorganismutl v ustni dutiné. Za podminek anaerobni kultivace bylo nasledujici tvrzeni
podlozeno také statistickou analyzou dat, kdy byla nejprve otestovana homogenita rozptyla
souborti pomoci F-testu. Nasledné byl proveden dvouvybérovy t-test s rovnosti rozptyli,
ktery na hladin¢ vyznamnosti 5 % potvrdil, ze stfedni hodnoty soubori 1. a 3. méteni nejsou
shodné. Vysledna statisticka data podporuji rozhodnuti o zamitnuti nulové hypotézy, ze se

sttedni hodnoty téchto soubori nelisi.

Podobnych vysledki bylo dosazeno také ve studii, ktera porovnavala ucinnost piipravkl
pro péci o ustni dutinu a kanabinoidt (CBD, CBC, CBN, CBG) na zakladé sniZzeni poc¢tu
bakterialnich kolonii. Vyhodnocenim bylo zjisténo, Ze kanabinoidy ve srovnani s dobie
zavedenymi produkty pro péci o ustni dutinu, jako jsou Oral B a Colgate, G¢inné&ji snizuji
pocet bakterii v zubnim plaku [55]. Nelze vsak opomenout fakt, Ze oralni mikrobiom je
komplexni zaleZitost, kterou je moZzno ovlivnit mnoha riznymi faktory, jez jsou velmi

individualni pro kazdého jedince.

10.3 Difuzni diskova metoda

K hodnoceni antibakterialni aktivity preparati Cannasan byla vyuzita difGzni diskova
metoda. Studie [58] vyuzivala tuto metodu ke stanoveni antimikrobialni aktivity jednak
extraktt z rostlin C. sativa, tak i oleje ze semen této rostliny. Produkty C. sativa vykazovaly
ve vSech formach vyraznou antibakterialni aktivitu proti grampozitivnimu kmeni
Staphylococcus aureus s primérnou inhibi¢ni zénou 21 mm. Mirné antibakterialni aktivita
byla zaznamenéna také u gramnegativniho kmene Escherichia coli s primérnou inhibi¢ni
z6nou 15 mm [58]. Ve studii [59] zkoumali antibakterialni u¢inky antibiotik v kombinaci
s CBD, pficemz dospéli k zavéru, ze inhibiéni zona pii pouziti samotného CBD proti
gramnegativni bakterii Escherichia coli byla vyrazné¢ mensi, nez pti kombinaci CBD
s antibiotiky. Pfidavek CBD tedy v tomto piipad¢ zvysil baktericidni ucinek antibiotik
na gramnegativni bakterie. Naproti tomu po aplikaci samotného CBD proti grampozitivni
bakterii Staphylococcus aureus nebyla pozorovana zadna inhibi¢ni zéna. V kombinaci CBD
spolu s antibiotiky doslo ve dvou ptipadech ke snizeni jejich ucinku, pficemz zvySeni

inhibi¢ni zény bylo zaznamenano pouze u jednoho typu antibiotik [59].

Ackoliv vySe uvedend literatura uvadi, Ze kanabinoidy vykazuji antimikrobialni G¢inek,

pomoci diskove difizni metody v této studii antibakterialni uc¢inky prokazany nebyly, nebot’
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ani u jednoho ztestovanych preparatd Cannasan nedo$lo k tvorbé inhibi¢nich zon.
Na zaklad¢ nepotvrzeného antibakterialniho ucinku proti kmentim Escherichia coli
a Staphylococcus aureus lze wusuzovat, ze koncentrace obsazenych kanabinoidl
v preparatech Cannasan je pravdépodobné niz$i, nez jaka byla pouzita v pfedchozich

studiich.

10.4 Taxonomicka analyza mikroorganismi metodou NGS

Vzhledem k neptiznivé epidemiologické situaci kvili pandemii Covid-19 a finanéni
narocnosti testovani nebylo mozné dosdhnout komplexnich kone¢nych vysledka
taxonomickych analyz oralniho mikrobiomu vsech 30 dobrovolnikti po ukonéeni uzivani
preparatu Cannasan. Z téchto duvodu je k dispozici pouze ¢ast vysledki z 2. méfeni, tedy

po jednom mésici uzivani preparati Cannasan (Obr. 16 a 18).

10.4.1 Prokaryota

Na nasledujicim Obr. 16 je graficky znazornéno procentualni zastoupeni jednotlivych ¢eledi
bakterii pfitomnych v oralnim mikrobiomu 10 dobrovolniki. Sestrojeny byly také grafy

obsahujici procentudlni zastoupeni bakterii na Grovni tfid a rodi (Ptiloha P IV).
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Na zaklad¢ vysledku ziskanych metodou NGS (Obr. 16), ktera byla realizovana na platformé
Illumina, byla zhotovena kategorizace nejcastéji se vyskytujicich ¢eledi bakterii v rdmci
kazdé skupiny dobrovolniki (Tab. 4). Vysledné trendy celedi jednotlivych skupin byly
porovnavany s kontrolou, jejiz trend byl sestaven z nejcastéji se vyskytujicich ¢eledi vSech
10 dobrovolnikii pied samotnym uzivanim preparatii Cannasan (1. méfeni). VéEtSina bakterii
vyskytujicich se v oralnim mikrobiomu je anaerobnich, popfipad¢ fakultativné anaerobnich
a pouze vyjimecné se zde vyskytuji bakterie aerobni. Pro snaz$i orientaci bylo pomoci
online databdze NCBI (National Center for Biotechnology Information, [60]) vyrobeno

resumé vsech bakterii pfitomnych ve vzorcich oralniho mikrobiomu dobrovolnika (Tab. 5).

Tabulka 4 Kategorizace ¢eledi bakterii jednotlivych skupin dobrovolniki

1. méreni 2. méieni
Poradi vychozi kontrola kapsle kapsle+pasta pasta
kontrola (16, 23) (17,2, 22, 6) (13,21, 31) (5)
. Streptococcaceae . . y
1 Veillonellaceae P Actinomycetaceae ostatni celedé Prevotellaceae
Prevotellaceae
2 Prevotellaceae Ve|IIon’e!Iaceavle Streptococcaceae Actinomycetaceae Actinomycetaceae
ostatni Celed¢ Streptococcaceae
3 Ostatni eledé Spirochaetaceae Veillonellaceae | Fusobacteriaceae | Veillonellaceae
4 Streptococcaceae | Fusobacteriaceae Prevotellaceae Prevotellaceae ostatni Geledé
. Actinomycetaceae S . .
5 Fusobacteriaceae y Neisseriaceae Veillonellaceae | Fusobacteriaceae
Porphyromonadaceae
. . Fusobacteriaceae .
6 Actinomycetaceae Micrococcaceae . Pasteurellaceae | Flavobacteriaceae
Flavobacteriaceae
7 Spirochaetaceae Leptotrichiaceae ostatni ¢eledé¢ | Carnobacteriaceae | Streptococcaceae

Z Tab. 4 je ziejmé, ze pied uzivanim preparati Cannasan byla v oralnim mikrobiomu
dobrovolnikti nejhojnéji zastoupena celed’ Veillonellaceae. Nicméné jiz po 1 mésici doslo
u skupiny dobrovolnikdi uzivajici samotny potravinovy doplnék Cannasan IMUNO
ke znacnému poklesu bakterii této celedé. Obdobny trend byl sledovan také u skupiny
dobrovolnikii pouZzivajici pouze zubni pastu Cannasan. Avsak v pfipad¢ kombinace uzivani
obou preparati Cannasan bylo zaznamenano nasobeni téchto G¢inku, a tedy rapidni ubytek
bakterii ¢eledi Veillonellaceae. Mezi nejobvyklejsi rod, jenz se piirozené vyskytuje
ve slinach a zubnim plaku, patii Veillonella. Prevalence a hojnost t€chto druhti v tstni duting
je odrazem jejich vyznamné role v mikrobialni ekologii oralnich biofilmi. A to zejména diky
jejich schopnosti stimulovat rist mnoha mikroorganismi prostiednictvim metabolické
komplementace, a zaroven jejich rozmanité skaly moznych koagregaénich a koadhezivnich
interakci [61]. Ve studii [35] uvadéji, ze Spatna ustni hygiena zvySuje pocet bakterii
Veillonella v Gstni duting, coz podporuje adherenci patogennich kandidati, a tedy

potencialni vznik zubniho kazu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

Druhou nejhojnéji zastoupenou celedi byla Prevotellaceae, ktera je Casto spojovana
s onemocnénim ustni dutiny. Pojem oranzovy komplex ptedstavuje skupinu bakterii
sestavajici z Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Peptostreptococcus micro,
Fusobacterium nucleatum a byva jednou z pfic¢in vzniku paradent6zy [15]. SniZeni bakterii
celedi Prevotellaceae bylo zaznamenano jednak u skupiny dobrovolnikt uzivajici samotny
potravinovy dopln¢k Cannasan IMUNO, tak u skupiny uzivajici potravinovy doplnék spolu
se zubni pastou Cannasan. Lze pfredpokladat, ze za tuto zménu ordlni mikroflory
dobrovolnikti je zodpovédny pravé potravinovy doplnék Cannasan IMUNO, nebot’
pfi pouzivani pouze zubni pasty Cannasan byl shledan opa¢ny tcinek, a tedy narust bakterii
této Celed¢. Tato predikce byla potvrzena také naristem bakterii z ¢eledi Neisseriaceae,

ktera se fadi mezi indikatory zdravé Ustni dutiny.

Soucasti oranzového komplexu je rovnéz oportunni patogen Fusobacterium nucleatum
z ¢eledi Fusobacteriaceae. V biofilmu zubniho plaku ma& F. nucleatum strukturalné
podpurnou roli, ktera piispiva jak ke zdravi ustni dutiny, tak k nemocem [62]. Pti uzivani
samotného potravinového doplitku Cannasan IMUNO se zastoupeni anaerobnich bakterii
celedi Fusobacteriaceae snizilo, zatimco pfi pouzivani samotné zubni pasty Cannasan
nebyla pozorovana zadna zména. Naopak narGst bakterii této celedi byl zaznamenan
u skupiny dobrovolnikii uzivajici potravinovy dopln¢k Cannasan IMUNO v kombinaci se
zubni pastou Cannasan. Vzhledem k tomu, Ze celkem 2 ze 3 dobrovolnika této skupiny jsou
kufaci, zatimco ve skupiné uzivajici samotny potravinovy doplnék Cannasan IMUNO byl
shledan pouze 1 kuiak ze 4, Ize tedy narust bakterii celedi Fusobacteriaceae pravdépodobné
pfisuzovat G¢inku koufeni, coz je v souladu s dostupnou literaturou [13], kterd uvéadi

zvySenou piitomnost rodu Fusobacterium v subgingivalnim zubnim plaku kutak.

Uzivanim potravinového doplitku Cannasan IMUNO byl sledovan narast bakterii celedi
Streptococcaceae, a to i v piipadé kombinace se zubni pastou Cannasan. Opac¢ny trend byl
zaznamenan pii pouzivani pouze zubni pasty Cannasan, kdy doslo ke sniZeni bakterii celedi
Streptococcaceae, jenz je velmi Casto spojovdna se vznikem zubniho kazu. Nejvyssi
kariogenni potencidl ma druh S. mutans, zatimco druhy S. mitis a S. salivarius
vykazuji ochranny ucinek proti zubnimu kazu [27]. Nov¢jsi studie uvadéji, Zze vztah mezi
S. mutans a zubnim kazem neni absolutni, nebot” zna¢né mnozstvi téchto druhi muze
pfetrvavat na zubnim povrchu, aniz by zptisobovalo zubni kaz, ktery se mtze vyvinout
I vV nepfitomnosti téchto bakteridlnich druht [15, 18]. Zna¢na cast mikroorganismu

spojenych se zubnim kazem patii také k normalni oralni mikroflote. Z tohoto diivodu byl
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zubni kaz popsan jako endogenni infekce, ke které dochazi v momenté¢, kdy néktefi clenové

komenzalni mikrobioty ziskaji selektivni vyhodu oproti jinym druhtim [15]. ZvySeni poctu

bakterii ¢eledi Streptococcaceae tedy nemusi indikovat zvySenou tvorbu zubniho kazu.

Znacny narust bakterii ¢eledi Actinomycetaceae byl v oralnim mikrobiomu dobrovolnika

registrovan po uzivani obou preparati Cannasan, pfi¢emz dominantni zvyseni bylo

sledovano u skupiny dobrovolnikt uzivajici pouze potravinovy dopln¢k Cannasan IMUNO.

Anaerobni bakterie ¢eledi Actinomycetaceae patii mezi jedny z mnoha béznych kolonizatort

zdravé Gstni dutiny. Avsak studie genomické analyzy [15] prokazaly moznou spojitost druhi

Actinomyces gerencseriae, A. naeslundii a A. israelii se vznikem bilych 1ézi skloviny.

Tabulka 5 Taxonomie bakterii vyskytujicich se v oralnim mikrobiomu — vytvoieno dle [60]

Kmen T¥ida Celed’ Rod Vztah ke |Gramovo
kysliku barveni
Actinomyces anaerobni G+
Actinomycetaceae
Yy oral taxon 848 str. anaerobni G+
. . . . F0332
Actinobacteria Actinomycetia -
. . aerobni
Corynebacteriaceae | Corynebacterium . G+
fak. anaerobni
Micrococcaceae Rothia aerobni G+
Alloprevotella anaerobni G-
Prevotellaceae -
L Prevotella anaerobni G-
. Bacteroidia -
Bacteroidetes Porphyromonadaceae | Porphyromonas anaerobni G-
Tannerellaceae Tannerella anaerobni G-
Flavobacteriia Flavobacteriaceae Capnocytophaga aerobni G-
. Dialister anaerobni G-
. Veillonellaceae - ~
Negativicutes Veillonella anaerobni G-
Selenomonadaceae Selenomonas anaerobni G-
L - Gemella anaerobni G+
Firmicutes - -
. . Granulicatella anaerobni G+
Bacilli Carnobacteriaceae ——— ~
Marinilactibacillus | anaerobni G+
Streptococcaceae Streptococcus | fak. anaerobni G+
Tissierellia Peptoniphilaceae Parvimonas anaerobni G+
. . Fusobacteriaceae Fusobacterium anaerobni G-
Fusobacteria Fusobacteriia — — ~
Leptotrichiaceae Leptotrichia anaerobni G-
. aerobni
Aggregatibacter | ¢\ " naerobni G-
. Pasteurellaceae aerobni
Gammaproteobacteria Haemophilus ) G-
fak. anaerobni
Proteobacteria Cardiobacteriaceae | Cardiobacterium anaerobni G-
L Kingella fak. anaerobni G-
. Neisseriaceae - - ~
Betaproteobacteria Neisseria aerobni G-
Burkholderiaceae Lautropia fak. anaerobni G-
Synergistetes Synergistia Synergistaceae Fretibacterium anaerobni G-
Spirochaetes Spirochaetia Spirochaetaceae Treponema anaerobni G-
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Na zaklad¢ dosazenych vysledki (Tab. 4) lze ptisuzovat vliv zmény slozeni oralniho
mikrobiomu pievazné potravinovému doplinku Cannasan IMUNO, nebot’ pouzivani samotné
zubni pasty Cannasan po dobu 1 mésice nemélo na tuto zménu vyznamny vliv. Nicméné
nelze znovu opomenout variabilitu oralni mikrobioty, ktera je pro kazdého jedince velmi
individudlIni a zavisla na mnoha faktorech. Navazné studie by byly jisté zajimavé z hlediska
urceni jednotlivych bakterii az na iroven druhti, nebot’ v soucasnosti technologie NGS stale
vykazuje omezeni pro popis taxoni niz§im nez kmen, téida a rod. AvSak sekvenaéni
technologie se neustale vyviji a zdokonaluji. Informace tykajici se niz§ich taxonomickych
arovni by v navaznych studiich mohly byt dulezité zejména pro piiblizeni rozdilt mezi
oralni mikroflorou pied a po uzivani studovanych preparati. Nebot’ vliv na zdravi Gstni
dutiny lze na zakladé rodi v kombinaci snizkym poctem dobrovolniki jen stézi

identifikovat.

Pro srovnani bakteridlni mikroflory kutakt a nekutaki pied a po 1 mésici uzivani preparati
Cannasan byla aplikovana metoda hlavnich komponent (Principal Component Analysis,
PCA). Vztah mezi mikroflérou kufak a nekufaku je znazornén pomoci rozptylového
diagramu komponentniho skore (Scatter plot) na Obr. 17. Objekty, mezi nimiz je pozorovana
kratka vzdalenost, jsou si vzajemné velmi podobné. Zatimco mezi objekty nachazejicimi

se daleko od sebe je pozorovana vysoka odlisnost.
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Obrézek 17 PCA bakterialni mikroflory kutrakd a nekufakt
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Pii analyze grafu (Obr. 17) si lze povS§imnout, ze se kufaci nachazi ptevazné v levé Casti
grafu, zatimco nekufaci jsou posunuti mirné¢ doprava. Miizeme tedy konstatovat, Ze byla
pozorovana zvysSend podobnost mezi bakteridlni mikroflérou kurdkd navzajem a zaroven
odli$nost od mikroflory nekutrdka. Déle byla zjisténa zména polohy u dvou kutdkl (objekt
13 a 22), kdy po 1 mésici uzivani preparati Cannasan doslo k jejich posunu z pravé ¢asti
grafu do levé. U nekurakt podobny trend nebyl pozorovan. Na zakladé téchto poznatki 1ze
usoudit, Ze uzivani preparati nema zasadni vliv na ozdraveni bakterialni mikroflory kutaka,

nebot’ mezi kufaky a nekufaky je stale velky rozptyl.

10.4.2 Eukaryota

Graf na Obr. 18 znazornuje procentualni zastoupeni jednotlivych ¢eledi eukaryot pfitomnych
v orélnim mikrobiomu celkem 7 dobrovolniki. Sestrojeny byly také grafy obsahujici

procentudlni zastoupeni hub na urovni tfid a rodt (Pfiloha P V).
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Obrazek 18 Taxonomicka analyza eukaryot metodou NGS

Na zakladé vysledki zprostfedkovanych metodou NGS (Obr. 18), kterd byla realizovana
na platform¢ Illumina, byla zhotovena kategorizace nejCastéji se vyskytujicich celedi
eukaryot pied a po 1 mésici uzivani preparati Cannasan (Tab. 6). Vzhledem k nizkému

poctu dobrovolnikii byla utvofena pouze jedna skupina, ktera zahrnovala 5 dobrovolnikad,
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ktefi uzivali potravinovy dopln¢k Cannasan IMUNO, a to bud’ samotny, nebo v kombinaci
se zubni pastou Cannasan. Vysledny trend této skupiny byl porovnavan s kontrolou, jejiz
trend byl sestaven z nejéastéji se vyskytujicich ¢eledi vSech 7 dobrovolnikl pfed samotnym
uzivanim preparati Cannasan. Pomoci online databdze NCBI [60] bylo vyrobeno resumé

vSech eukaryot ptitomnych ve vzorcich ordlni mikroflory dobrovolnikl (Tab. 7).

Tabulka 6 Kategorizace Celedi eukaryot

Poradi Kontrola Preparaty Cannasan
(pred uZivanim) (po uZivani)
1 Mycosphaerellaceae Mycosphaerellaceae
2 Ostatni ¢eledé Ophiostomataceae
3 Lasiosphaeriaceae Ostatni ¢eledé
4 Pleosporaceae CIadosporiapeae
Teratosphaeriaceae

5 Saccharomycetaceae Plectosphaerellaceae

Tabulka 7 Taxonomie eukaryot vyskytujicich se v oralnim mikrobiomu —
vytvoieno dle [60]

Kmen Podkmen T¥ida Celed’ Rod
Pleosporaceae Alternaria
Cladosporiaceae | Cladosporium

Teratosphaeriaceae Devriesia
Mycospharella
Zasmidium

- Leptodiscella
Herpotrichiellaceae | Rhinocladiella
Aspergillaceae Penicillium
Nectriaceae Fusarium
Plectosphaerellaceae | Gibellulopsis
Lasiosphaeriaceae | Schizothecium
Ophiostomataceae Sporothrix
Saccharomyces
Candida

Dothideomycetes

Mycosphaerellaceae

Pezizomycotina
Ascomycota Eurotiomycetes

Sordariomycetes

Saccharomycotina | Saccharomycetes | Saccharomycetaceae

Na prvni pohled Ize z vysledkti uvedenych v Tab. 6 konstatovat, Ze vlivem uzivani preparatt
Cannasan po dobu 1 meésice nedoslo u celedi Mycosphaerellaceae k zadnym zménam
z hlediska zastoupeni. Naproti tomu ¢eled” Lasiosphaeriaceae spolu s ¢eledi Pleosporaceae
a Saccharomycetaceae byla po uzivani preparatd Cannasan vyrazné snizena. Opacny trend
byl zaznamenan u cCeledi Ophiostomataceae, Cladosporiaceae, Teratosphaeriaceae
a Plectosphaerellaceae. Z dostupnych vysledki lze ptedpokladat, ze uzivani preparati

Cannasan po dobu 1 mésice ovlivituje sloZzeni minoritnich ¢eledi eukaryot v oralni
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mikroflote. Nicméné nelze presné posoudit, zda se jednd o zménu kladnym ¢i zapornym
smérem, nebot’ eukaryota v oralni mikroflofe nejsou ani zdaleka tak dobfe popsana
a prozkoumana, jako bakterie. Navazné studie by mohly byt dulezité pti formovani modelu

zdravé a patogenni eukaryotické mikroflory v duting ustni.

Metoda PCA byla vyuzita také pro srovnani eukaryot pfitomnych v oralni mikroflote kutaka
a nekufakl po 1 mésici uzivani preparatd Cannasan. Vzajemny vztah mezi mikroflorou
kurakl a nekufdkl je znazornén rozptylovym diagramem komponentniho skore (Scatter

plot) ilustrovaném na Obr. 19.
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Obrazek 19 PCA eukaryot v mikrofléfe kufaki a nekufaka

Pfi analyze grafu (Obr. 19) si Ize povSimnout, Ze se kufaci vyskytuji pievazné od pocatku
smérem doprava, zatimco nekufaky je mozno pozorovat zejména v levé Casti grafu. Zaroven
byl zaznamenéan ztetelny shluk kufakd i nekufakd kolem pocatku, coz naznacuje velkou
preparati Cannasan byla vyhradné€ u kutdkii pozorovana zména polohy objektl, pficemz
u 13 a 21 doslo k posunu z pravé ¢asti grafu k poc¢atku. Obdobny trend byl zaznamenan také
u objektu 22, kde ale posun smérem k pocatku vychazel z levé ¢asti grafu. Z dosazenych
vysledku lze predpokladat, Ze uzivani preparati Cannasan ma z hlediska eukaryot zna¢ny
vliv na zvyseni miry podobnosti oralni mikroflory kufaki a nekurakt. Lze tedy spekulovat

o tom, Ze doSlo k jakési jeji standardizaci, potazmo ozdraveni.
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ZAVER

Cilem ptedlozené¢ diplomové prace bylo pomoci mikrobiologickych a nejpokrokovéjSich
molekularné-biologickych metod ovéfit kvantitativni a kvalitativni vliv kanabinoidt
na oralni mikrobiom. Experimentalni studie byla realizovana na dobrovolnicich a k testovani

byly vybrany nésledujici preparaty: potravinovy doplnék Cannasan IMUNO a zubni pasta

Cannasan.

Vlivem uzivani vySe zminénych preparati po dobu 3 mésict byla kultiva¢ni metodou
stanovena zmeéna poctu aerobnich a anaerobnich mikroorganismi ustni dutiny.
Za ptredpokladu, ze jsou preparaty aplikovany samostatng, je jejich tcinek na tuto zménu
velmi maly. Nicméné v ptipad€ pouzivani obou preparatti dochazi k nasobeni téchto ucinki,
a tedy vyrazné zméné poctu mikroorganismu, Ktera se pozitivné projevila jejich snizenim.
Pro doplnéni byla také stanovena antibakterialni aktivita obou preparati Cannasan diskovou
difzni metodou, ktera ovSem na rozdil od literatury nebyla prokazana, ziejmé z divodu

nizké koncentrace fytokanabinoida.

Na zékladé slozeni zubni pasty Cannasan, kterd primarné obsahovala kokosovy olej
a abrazivni ¢astice z rozemletych zbytk rostlin konopi, byla experimentalni studie doplnéna
0 hodnoceni barevné Skdly zubt. Z dosazenych vysledktli je patrné, Ze uzivani této pasty
po dobu 3 mésicti nemélo vyrazny vliv na zménu barvy zubd, at’ uz kladnym ¢i zépornym

smérem.

Taxonomicka analyza mikrobidlnich spolecenstev metodou NGS poukdzala na rozdily
oralni mikroflory jiz po 1 mésici uzivani potravinového dopliku Cannasan IMUNO.
Obzvlasté u tady bakteridlnich celedi byl pozorovadn posun ve prospéch zastupcii
kolonizujicich zdravou Ustni dutinu. Uzivani preparata Cannasan ptispélo také ke zvySeni
miry podobnosti oralni mikrofléry kufdkt a nekutdkt z hlediska eukaryot. Lze tedy
usuzovat, ze v piipadé eukaryotické mikroflory doslo u kufdkd k moznému ozdraveni.
Z dosazenych vysledki je ziejmé, Ze uzivani preparatu Cannasan IMUNO ma znacny vliv

na ozdraveni mikrobialniho spolecenstva dutiny ustni.

Dosazené vysledky studie davaji potencial k dalSimu vyzkumu ucinkti kanabinoid

na udrzeni zdravé oréIni mikroflory.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AB-THC

ATP
APS
CB1
CB2
CBC
CBCA
CBD
CBDA
CBG
CBGA
CBN
CBNA
CCM
CO2
DNA
DGGE
FISH
G+

G-
GPP
HOMD
INCI
MRSA

NaCl

A8-tetrahydrokanabidiol

Adenosin trifosfat

Adenosin fosfosulfat

Kanabinoidni receptor 1

Kanabinoidni receptor 2

Kanabichromen

Kyselina kanabichromenova

Kanabidiol

Kyselina kanabidiolova

Kanabigerol

Kyselina kanabigerolova

Kanabinol

Kyselina kannabinolova

Ceska sbirka mikroorganismil

Oxid uhlic¢ity

Deoxyribonukleova kyselina

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza
Fluorescen¢ni hybridizace in situ
Grampozitivni

Gramnegativni

Geranyldifosfat

Lidska ustni mikrobiomova databaze
Mezinarodni nomenklatura kosmetickych ptisad
Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus

Chlorid sodny
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NCBI

NGS

OA

PCA

PCA

PCR

RCA

RNA

rRNA

SMRT

SOLID

TAE

THC

THCA

T-RFLP

uv

National Center of Biotechnology Information
Sekvenovani nové generace

Kyselina olivetolova

Plate Count Agar

Principal Component Analysis

Polymerazova fetézova reakce

Reinforced Clostridial Broth + Agar

Ribonukleova kyselina

Ribozomalni ribonukleové kyselina

Jednomolekulové sekvenovani v realném case
Sekvenovani aplikovanych biosystému ligaci a detekci oligonukleotida
Tris-Acetat-EDTA

A%-tetrahydrokanabinol

Kyselina A%-tetrahydrokanabinolova

Polymorfismus délky termindlnich restrik¢nich fragmentt

Ultrafialové
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PRILOHA P I: PROHLASENI UCASTNIKA STUDIE

Prohlaseni u¢astnika studie

Souhlasim se svou ucasti ve studii, kde bude sledovan vliv na pokozku a ordlni
mikrobiom schvilenych a komerén& dostupnych pfipravkil na bazi konopi od vyrobce
Cannasan Pro s. r. 0. tf. Svobody 737, Malenovice 763 02 Zlin:

- potravinového dopliiku Cannasan IMUNO (notifikovan jako doplnék stravy
Ministerstvem zemédélstvi, ¢islo zpravy EPO: 2018123115331048795, doruéeno dne
31.12.2018);

- konopné masti (Zprava o bezpetnosti kosmetického pfipravku rgf. ¢. 0305184 ze dne
13.12.2019)

- zubni pasty (Zprava o bezpe&nosti kosmetického pFipravku je v procesu schvalovani)

Test bude veden pod zastitou doc. MUDr. M. Bucka, CSc. Beru na védomi, Ze experiment
mize zahmovat riziko nezidoucich u¢inki na kizi. Toto riziko mi bylo detailné objasnéno
a mohl(a) jsem se informovat o viech podrobnostech experimentu.

Vim, ¥e mohu kdykoliv odvolat sviij souhlas s G&asti|v experimentu a mohu kdykoliv
odstoupit od své ulasti v testu bez udani davodu.

O experimentu si mohu si vyZzidat daldi informace a ozndmit neZzidouci G¢inky u
vedouciho studie, a to kdykoliv na uréeném telefonnim ¢isle.

Souhlasim, Ze data ziskana b&hem studie mohou byt statisticky zpracovana. Veskeré
udaje o pribéhu a vysledcich cviéeni, které mne mohou identifikovat, ziistanou pfisné
divémé.

Prohlasuji, Ze toto pouceni plné€ chapu a podepisuji ho p¥i plném védomi.

plné jméno udastnika cviceni podpis uéastnika cviceni

VeZlin€dne ...



PRILOHA P II: INFORMOVANY SOUHLAS S UCASTI VE STUDII

Individualni informovany souhlas

V ramci realizace experimentalni &asti diplomové prace budou testovany rizné
vyrobky s vlivem na pokozku a oralni mikrobiom. U vSech vyrobkd, kromé zubni pasty, byla
posouzena dokumentace z hlediska jejich bezpetnosti. V pfipad€ zubni pasty je bezpednostni
zprava stile v procesu schvaleni. VSechny znamé informace o zkoumanych vyrobcich
dovoluji testovani na dobrovolnicich.

Cil studie
Cilem prace je zjistit odezvu Va§i pokoZky na aplikované piipravky pomoci exaktné
zméfenych veli€in.

Podminky uc¢asti

Pfed zahdjenim vlastniho experimentu je nutno vyplnit dotaznik. Souéasti dotazniku
jsou udaje o VaSem zdravotnim stavu, alergiich, koZnich problémech, Gstni hygieng,
stravovacich zvyklostech, o uzivanych lécich a o dfivéjsi ucasti v obdobnych studiich. Na
zakladé VaSich pravdivych odpovédi bude rozhodnuto o Géasti v daném experimentu.

Metodika testu

Experiment bude provadén diplomantkami pod dohledem kvalifikovanych pracovniki
Ustavu technologie tuk, tenzidii a kosmetiky a dermatologa. Planovana price zahrnuje
monitorovani zmén vlastnosti pokozky po peroralnim podavani potravinového doplitku
Cannasan IMUNO a topické aplikaci krému; dale monitorovani zmén oralniho mikrobiomu
po peroralnim podavani potravinového dopliiku Cannasan IMUNO a ustni hygieny zubni
pastou Cannasan.

Odstoupeni z experimentu
Z experimentu je moZno odstoupit pfi vyskytu zivaznéjlich potizi po dohodé
s vedoucim diplomové prace.

Rizika a nepfFijemnosti
Nejsou ofekavana zadna rizika.



PRILOHA P III: DOTAZNIK

Dotaznik pro ucastnika méreni

Ko6d pokusné osoby (evidenéni &islo):

Soucasny zdravotni stav

Vyskytuje se u Vis nyni:

ano

ne

lupénka

ekzém

rakovina ktize

jiné kozni problémy a onemocnéni

jizvy, mateiska znaménka, jiné vady kize v misté testu

zarudnuti kiize po slunéni nebo z jiného diivodu v misté testu

astma vyzadujici denni pfijem 1éki

jiné chronické respiraéni onemocnéni

diabetes vyZadujici 1é¢bu inzulinem

onemocnéni imunitniho systému

Zdravotni stav v minulosti

Prodélal(a) jste:

ano

ne

transplantaci organti

1é€bu maligniho nadoru v poslednich 6 mésicich

UZivani léku

Berete {i pouZivite pravidelné:

ano

ne

jaké

protizanétlivé 1éky (napf. aspirin, ibuprofen, hydrokortizon]
nebo jiné steroidy)

imunosupresivni léky (napf. cyklosporin A)

jiné 1&ky

Alergologick létba

Probiha u vas v sou¢asné dobé:

ano

ne

jaka

alergologicka lécba (kapky, injekce apod.)

dostali jste posledni divku béhem minulého tydne

oéekavate dalsi divky v pribéhu studie

Alergie

Projevila se u vis nékdy alergie na: specifikujte:

detergenty a Cistici prostfedky

kosmetické pripravky a viin€ parfému

pfipravky do koupele a na myti (8ampon, mydlo)

pletové krémy a mléka, lotiony

antiperspiranty a deodoranty

léky

jiné materialy




Ustni hygiena a zdravotni stav tstni dutiny

Pouzivate p¥i astni hygiené: || ano | ne

zubni kartacek

zubni nit

mezizubni kartacek

ustni voda

Cisti¢ jazyka

ustni sprej

bélici pripravky

zubni pasta

Zdravotni stav: specifikujte:

citlivost zubti

zanét dasni

paradentoza

zubni kazy

zubni ndhrady

Pouze pro Zeny

Jste: ano |ne

téhotna nebo kojici

Dopliiujici udaje

Zdravotni stav: ano [ne specifikujte:

pouzivate pravidelné jakykoliv pfipravek
pro lécbu kiize

pouzivate pravidelné jakékoliv 1é¢ivo
(na pfedpis, &i volné prodejné)

e alergiim

nav§tévujete v soucasné dobé lékafe e koznim
kvali: problémum

e z jiného divodu

mate néjakeé jiné zdravotni potize

Utast v dalich studiich

Studie: Typ studie: J Datum posledni studie:

udastnil(a) jste se nékdy koZniho testu

udastnite se v souc¢asné dobé jiné studie
jakéhokoliv druhu

ZkuSenost s testovanou latkou

CBD: ano | ne specifikujte:

uzival(a) jste v minulosti pfipravek s obsahem CBD

vyskytla se u Vas néjaka negativni reakce béhem uZzivani




Ustni mikrobiom — Dotaznik stravovacich zvyklosti

Stravovaci zvyklosti: ano ne
e béZna pestra strava
e vegetarianstvi
charakterizujte sviyj zptisob stravovani e veganstvi
e raw strava
e jiné nez vyse uvedené
® yyvazeny
Va3 zpusob stravovani je dle Vaseho ¢ nadbytek cukru
nazoru ¢ nadbytek tuku
e jiné nez vyse uvedené
¢ 7adna
e reduk¢éni
dodrzujete specialni dietu e nizkosacharidova
e bezlepkova
e jiné neZ vySe uvedené
o celiakie
e . e laktozova intolerance
mate néjaka dietni omezeni o potravinova alergie (jaks)
e jiné nez vySe uvedené
zaSkrtnéte
¢ voda
. , .. . N e limonady
typlcvky napoj, ktery konzumuji denné v nejvétsim o ovocné dzusy/thvy
mnozstvi je . .
o (aje
e jiné nez vyse uvedené
eménénez 1,51
) ) ) e151
milj denni pfijem tekutin odpovida cca 231
e vicenez 31
¢ 3 jidla denné
moje typicka jidelni frekvence ® 56 jidel denng
e jiné nez vyse uvedené
Dopliiujici udaje
Jste: ano ne
* nekufak
e piilezitostny kufak
kufak/kufacka ¢ do 5 cigaret denné

¢ do 15 cigaret denné

e jiné nez vyse uvedené




Jak ¢asto konzumujete:

nikdy obcas

1-2x tydn&

denné

maso

mléko a mlééné vyrobky

¢erstvou zeleninu

Cerstvé ovoce

cukr

uméla sladidla

cukrovinky (¢okolada, bonbény atd.)

Fvykacky

sladké napoje (limonady, dzusy atd.)

éerny ¢aj

zeleny ¢aj

bylinny &aj

¢ernou kavu

kévu s mlékem

tvrdy alkohol

pivo

¢ervené vino

bilé vino

datum:

Pouze pro icely organizatora méfeni

podpis udastnika méfeni:

Na zakladé zjisténych Gdaji je ucastnik a) pfijat

Zdtuvodnéni:
Datum:

b) nepfijat

Podpis organizatora:




Abundance

Abundance

T €Ts

T €Ts

Z€Ts

Z €Ts

PRILOHA IV: PROCENTUALNI ZASTOUPENI BAKTERII NA
UROVNI TRID A RODU

Z 9Ts

2 9Ts

T L1s

TL1S

Z LTS

LTS

Z2s

T ¢s

¢ es

T T¢s

¢ s

Z 128

A

Z T¢s
T 2zs

Sample

T 2es

Sample

Z ees

T €zs

z ¢es

zees

T €es

T T1ES

Z1es

z€es

T 1€S

¢ Gs

T 9s

z1es

Z 9s

100~
75
50~
25-
0-

12
a1
N

100~
75-
50~
25-
0-

T 9s

Class

Z 9s

Aggregatibacter
Alloprevotella
Capnocytophaga
Cardiobacterium
Corynebacterium
Dialister

F0332
Fretibacterium
Fusobacterium
Gemella
Granulicatella
Haemophilus
Kingella

Lautropia

Leptotrichia

. Actinobacteria
. Bacilli

Bacteroidia
Campylobacteria
Clostridia
Coriobacteriia
Deltaproteobacteria
Fusobacteriia
Gammaproteobacteria
Chloroplastida
Mollicutes
Negativicutes
Nucletmycea

Other

Spirochaetia

Synergistia

Marinilactibacillus
Neisseria

Other
Parvimonas
Porphyromonas
Prevotella
Prevotella 2
Prevotella 7
Rothia
Selenomonas
Selenomonas 3
Streptococcus
Tannerella
Treponema 2

Veillonella



Abundance

Abundance

PRILOHA V: PROCENTUALNI ZASTOUPENI HUB NA UROVNI
TRID A RODU

100~
75~
50~
25-
0-

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

10

0-
Genus
. g__Alternaria
. g__Candida

™ . g__Cladosporium
. g__Dewriesia
. g__Fusarium
. g__Gibellulopsis
. g__Leptodiscella

v I g__Mycosphaerella

g__Penicillium

. g__Rhinocladiella
. g__Saccharomyces
. g__Schizothecium

. . g__Sporothrix
. g__unidentified
. g__Zasmidium
. Other

0-

I \ ) | | | | . . . . | | ,

Class

c__Blastocladiomycetes
c__Dothideomycetes
c__Eurotiomycetes
c__Glomeromycetes
c__Lecanoromycetes

c__Leotiomycetes

c__Pezizomycetes

o

Saccharomycetes

(e}

Sordariomycetes

c__Tremellomycetes

c__unidentified

T €S
z €S
T 9Ts
2 9Ts
T LTS
[AVAR
A
T ¢zs
2z zzs
T €ezs
zezs
T 1€S
z 1es

T €S
z €S
T 9TS
Z 9ts
VAR
VAR
z zzes
1 €cs
z €es
T T€S

Z 168



	OBSAH
	Úvod 9
	I TEORETICKÁ ČÁST 10
	1 dutina ústní 11
	1.1 Anatomie dutiny ústní 11
	1.2 Slinné žlázy úst 13

	2 ORÁLNÍ MIKROBIOM 14
	2.1 Bakteriální složení orálního mikrobiomu 14
	2.2 Nebakteriální složení orálního mikrobiomu 15
	2.3 Kolonizace dutiny ústní 16

	3 Faktory ovlivňující orální mikrobiom 18
	3.1 Ústní hygiena 18
	3.2 Strava 19
	3.3 Kouření 21
	3.4 Konzumace alkoholu 21

	4 Metody studia orálního mikrobiomu 22
	4.1 Metody založené na polymerázové řetězové reakci 23
	4.2 Metody hybridizace DNA–DNA 24
	4.3 Metody sekvenování nové generace 26

	5 kanabinoidy 30
	6 Biosyntéza fytokanabinoidů 33
	7 možnosti aplikace fytokanabinoidů 35
	7.1 Potravinářský průmysl 35
	7.2 Kosmetický průmysl 36
	7.3 Fytokanabinoidy a orální mikrobiom 36

	II PRAKTICKÁ ČÁST 38
	8 cíl práce 39
	9 materiál a metody 40
	9.1 Přístroje a pomůcky 40
	9.2 Materiál 41
	9.3 Příprava roztoků a živných půd 41
	9.4 Testované přípravky 42
	9.5 Charakterizace souboru účastníků studie 43
	9.6 Odběr vzorků 44
	9.7 Hodnocení barevné škály zubů 44
	9.8 Mikrobiologická analýza 45
	9.9 Molekulárně-biologická analýza 47

	10 vyhodnocení a diskuze výsledků 53
	10.1 Hodnocení barevné škály zubů 53
	10.2 Kultivační metoda 56
	10.3 Difúzní disková metoda 58
	10.4 Taxonomická analýza mikroorganismů metodou NGS 59

	závěr 67
	SEZNAM POUŽITÉ LITERATURY 68
	seznam použitých symbolů a zkratek 76
	seznam OBRÁZKŮ 78
	seznam TABULEK 79
	seznam PŘÍLOH 80
	Úvod
	1 dutina ústní
	1.1 Anatomie dutiny ústní
	1.2 Slinné žlázy úst

	2 ORÁLNÍ MIKROBIOM
	2.1 Bakteriální složení orálního mikrobiomu
	2.2 Nebakteriální složení orálního mikrobiomu
	2.3 Kolonizace dutiny ústní

	3 Faktory ovlivňující orální mikrobiom
	3.1 Ústní hygiena
	3.2 Strava
	3.3 Kouření
	3.4 Konzumace alkoholu

	4 Metody studia orálního mikrobiomu
	4.1 Metody založené na polymerázové řetězové reakci
	4.1.1 Denaturační gradientová gelová elektroforéza
	4.1.2  Polymorfismus délky terminálních restrikčních fragmentů

	4.2 Metody hybridizace DNA–DNA
	4.2.1 Šachovnicová hybridizace
	4.2.2 Fluorescenční hybridizace in situ
	4.2.3 DNA mikročipy

	4.3 Metody sekvenování nové generace
	4.3.1 Pyrosekvenování 454 Roche
	4.3.2 Genomový analyzér Illumina
	4.3.3 Sekvenování aplikovaných biosystémů ligací a detekcí oligonukleotidů
	4.3.4 Jednomolekulové sekvenování v reálném čase


	5 kanabinoidy
	6 Biosyntéza fytokanabinoidů
	7 možnosti aplikace fytokanabinoidů
	7.1 Potravinářský průmysl
	7.2 Kosmetický průmysl
	7.3 Fytokanabinoidy a orální mikrobiom

	8 cíl práce
	9 materiál a metody
	9.1 Přístroje a pomůcky
	9.2 Materiál
	9.3 Příprava roztoků a živných půd
	9.3.1 Fyziologický roztok
	9.3.2 Lyzační pufr
	9.3.3 Plate Count Agar (PCA)
	9.3.4 Reinforced Clostridial Broth + Agar (RCA)

	9.4 Testované přípravky
	9.5 Charakterizace souboru účastníků studie
	9.6 Odběr vzorků
	9.7 Hodnocení barevné škály zubů
	9.8 Mikrobiologická analýza
	9.8.1 Kultivační metoda
	9.8.2 Disková difúzní metoda

	9.9 Molekulárně-biologická analýza
	9.9.1 Izolace DNA
	9.9.2 Kontrolní stanovení koncentrace a čistoty izolované DNA
	9.9.3 Příprava reakční směsi a vlastní průběh PCR
	9.9.4 Elektroforetická separace produktů PCR
	9.9.5 Purifikace produktů PCR po elektroforetické separci
	9.9.6 NGS a taxonomická analýza mikroorganismů


	10 vyhodnocení a diskuze výsledků
	10.1 Hodnocení barevné škály zubů
	10.2 Kultivační metoda
	10.3 Difúzní disková metoda
	10.4 Taxonomická analýza mikroorganismů metodou NGS
	10.4.1 Prokaryota
	10.4.2 Eukaryota


	závěr
	SEZNAM POUŽITÉ LITERATURY
	seznam použitých symbolů a zkratek
	seznam OBRÁZKŮ
	seznam TABULEK
	seznam PŘÍLOH
	PŘÍLOHA P i: Prohlášení účastníka studie
	Příloha P II: informovaný souhlas s účastí ve studii
	Příloha P III: dotazník
	Příloha IV: procentuální zastoupení bakterií na úrovni tříd a rodů
	Příloha V: procentuální zastoupení hub na úrovní tříd a rodů

