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Abstrakt

Uvod

Parodontitis je zanétlivé onemocnéni charakterizované ztratou attachmentu, které postihuje
20-50 % svétové populace, a je povazovano za jednu z nejcastéjSich pficin ztraty zubd. Vznik
a progrese zanétu nejsou spojeny pouze s imunitni reakci mékkych tkani, ale také s rovnovahou
mezi komenzalnimi a patogennimi bakteriemi, které spole¢né piedstavuji oralni mikrobiom.
Na zéklad¢ uvedeného jsou hleddna nova nizkomolekuldrni terapeutika spliujici tii kritéria, a
studovanych skupin latek, které mohou spliiovat vySe uvedena tfi kritéria jsou nepsychotropni

fytokanabinoidy, pfedevs§im kanabidiol (CBD).

Metody

Byla provedena literarni reSerSe pomoci databazi PubMed, Scopus a Web of Science.
V diserta¢ni praci jsem nejprve preklinicky hodnotil antimikrobialni i¢inky (MIC: minimalni
inhibi¢ni koncentrace) fytokanabinoidu in vitro na vybrané druhy oralnich patogend pomoci
standardni mikrodilu¢ni techniky. V klinické casti byla provedena placebem kontrolovana
dvojité zaslepena studie U pacientti s chronickou parodontézou (muzi a zeny ve véku 35-65 let
s poctem vlastnich zubti >16). Pacienti byli rekrutovani monocentricky ve tfech skupinach a
uzivali bez omezeni na denni bazi po dobu 56 dni experimentalni zubni pastu a dentalni gel
bez obsahu CBD (skupina A, n = 30) a s obsahem 1 % (w/w) CBD (skupina B, n = 30). Tteti
skupina (aktivni komparator) uzivala zubni pastu bez obsahu CBD a byla oSetiena dostupnym
preparatem Corsodyl s obsahem 1 % chlorhexidin diglukonatu (skupina C, n = 30). Studie byla
provedena na zdklad€ souhlasu Etické komise Fakultni nemocnice Olomouc (Cislo jednaci:
36/20) a registrovana V mezinarodni databazi ClinicalTrials.gov pod identifikatorem
(NCT05498012).

Vysledky

Na zékladé literarniho Setfeni byly kriticky hodnoceny moZnosti vyuziti fytokanabinoida
Vv zubnim I€kafstvi. V ramci preklinickych sledovani CBD vykazoval antimikrobialni aktivity
u P. gingivalis (MIC 1,5 pg/ml) a S. mutans (MIC 16 pg/ml). U P. gingivalis, L. casei a L.
acidophilus se hodnoty MIC kanabinoidi blizily hodnotam MIC chlorhexidinu. U ostatnich
mikrobt byla G¢innost kanabinoidu v porovnani s chlorhexidinem nizsi. V klinické ¢asti byly
hodnoceny hygienické a parodontalni indexy. Statisticky signifikantni zmény mezi 0 a 56 dnem
byly pozorovany pro GI (Gingival Index), GBI (Gingival Bleeding Index) a MGI (Modified

4



Gingival Index) mezi skupinou A a B na hladin¢ vyznamnosti p < 0,0001. Skupina C
vykazovala podobné vysledky jako skupina A. ZlepSeni hodnocenych indext ve skupin€ B se
pohybovalo mezi 2045 %. V pribéhu studie byly také odebirany histopatologické vzorky
gingivalni tkané pro jednoznacné potvrzeni diagndzy zanétu a byly odebirany mikrobiologické
vzorky pro semikvantitativni hodnoceni pfitomnosti hlavnich periopatogend. Pomoci 16S
rDNA screeningu byly pozorovany klesajici trendy v poétu periopatogennich bakterii, a to
predevsim P. gingivalis pro skupinu B, nikoliv pro skupiny A a C.

Zavér

Preklinické vysledky potvrzuji antimikrobidlni pisobeni, pfedev§im CBD, na vybrané ordlni
patogeny a mohou byt vyuzity pro dalsi (pre)klinické hodnoceni. Na zaklad¢ téchto vysledku
jsme provedli klinické testovani, které prokéazalo statisticky vyznamné zlepSeni hygienickych
a parodontalnich indexd po aplikaci CBD (skupina B) ve srovnani se skupinami A a C.
Vysledky taktéZ naznacuji, Ze CBD bude schopen vhodn& modulovat oralni mikrobiom, a to
predevsim inhibici ristu anaerobnich periopatogennich bakterii jako je P. gingivalis. Ziskané
vysledky mohou byt vyuzity pro aplikaci CBD a dalSich nepsychotropnich fytokanabinoidd

V zubnim lékarstvi.



Abstract

Background

Periodontitis is an inflammatory disease characterized by the loss of clinical attachment that
affects 20-50 % of the world's population and is considered one of the most common causes
of tooth loss. The emergence and progression of inflammation is not only associated with the
immune response of gingival tissue, but also with the balance in commensal and pathogenic
bacteria representing oral microbiome. In this sense, new low-molecular therapeutics are being
sought that meet three criteria, namely anti-inflammatory and antibacterial effects with an
acceptable safety profile. One of the currently studied groups of substances that can meet those

criteria are non-psychotropic phytocannabinoids, especially cannabidiol (CBD).

Methods

Peer-reviewed publications concerning the use of CBD in dentistry were searched in three
international databases PubMed, Scopus, and Web of Science. At first, we preclinically
evaluated the antimicrobial effects (MIC, minimum inhibitory concentration) of
phytocannabinoids in vitro on selected oral pathogens by the standard microdilution technique.
In the clinical part, placebo-controlled double-blind randomized trial with chronic periodontitis
patients (men and women, age 35-65, number of natural teeth >16) was conducted
monocentrically in three groups, which used an experimental toothpaste and dental gel without
CBD (placebo group A, n = 30) and with 1 % (w/w) CBD (group B, n = 30). Group C (as active
comparator, n = 30) used placebo toothpaste without CBD and was treated with dental gel
Corsodyl containing 1 % chlorhexidine digluconate. The study design was based on the
approval of the Ethical committee of Olomouc University Hospital (Approval Number: 36/20)
and registered at ClinicalTrials.gov (NCT05498012).

Results

Possibilities of the use of phytocannabinoids in dentistry were critically evaluated based on a
literature review. As part of preclinical studies CBD showed antimicrobial activities against P.
gingivalis (MIC 1.5 pg/mL) and S. mutans (MIC 16 pg/mL). For P. gingivalis, L. casei and L.
acidophilus, the MIC values of cannabinoids were close to those of chlorhexidine. For other
microbes, the efficacy of cannabinoids was lower compared to chlorhexidine. Oral hygiene and
periodontal indices were evaluated in the clinical part. Statistically significant changes between
0 and 56 days were observed for GI (Gingival Index), GBI (Gingival Bleeding Index) and MGl
(Modified Gingival Index) between group A and B at a significance level of p <0.0001. Group
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C showed similar results as group A. The improvement in the evaluated indices in group B
ranged between 20-45 %. Histopathological samples of gingival tissue were collected to
clearly confirm the diagnosis of inflammation, and microbiological samples of gingival
crevicular fluid were collected for semi-quantitative assessment of the presence of the main
periodontopathogens. Using 16S rDNA screening, declining trends were observed in the count
of periodontal pathogenic bacteria, especially P. gingivalis for group B, but not for groups A
and C.

Conclusions

Preclinical results confirm the antimicrobial effect, especially of CBD, on selected oral
pathogens and can be used for further (pre)clinical evaluation. Based on these results, we
performed clinical trial that demonstrated a statistically significant improvement in hygiene
and periodontal indices after CBD application (group B) compared to the groups A and C. The
results also indicate that CBD will be able to modulate the oral microbiome, primarily by
inhibiting the growth of anaerobic periodontal pathogenic bacteria such as P. gingivalis. The
obtained results can be used for further applications of CBD and other non-psychotropic

phytocannabinoids in dental practice.
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Cilem teoretické c¢asti bylo shrnout zakladni poznatky z odborné literatury o
fytokanabinoidech, piedev§im pak o kanabidiolu, jeho vlastnostech a moZnostech vyuziti
V zubnim lékafstvi, a to pfedevs§im se zamétfenim na lécbu onemocnéni parodontu.

Cilem experimentalni preklinické ¢asti bylo zjistit a porovnat:

Minimalni inhibi¢ni koncentraci CBC, CBD, CBN, CBG a CHX u Streptococcus
mutans, Porphyromonas gingivalis a minimalni inhibi¢ni koncentraci CBD a CHX u
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Aggregatibacter actinomycetecomitans,
Eikenalla corrodens.

Primarnim cilem klinické ¢asti bylo proveérit:

1. G¢inek CBD na zménu hodnot plakového indexu (PLI) u pacienti S diagndézou
parodontitis chronica.

2. ucinek CBD na zménu hodnot gingivalniho indexu (GI) u pacienti s diagnézou
parodontitis chronica.

3. ucinek CBD na zménu hodnot modifikovaného gingivalniho indexu (MGI) u pacientt
s diagn6zou parodontitis chronica.

4. ucinek CBD na zménu hodnot indexu krvacivosti gingivy (GBI) u pacientt s diagndzou
parodontitis chronica.

5. u¢inek CBD na zménu hodnot Russelova parodontalniho index (PI) u pacientd
s diagnozou parodontitis chronica.
Sekundarnim cilem bylo hodnotit antimikrobialni pisobeni CBD na vybrané
periopatogenni bakterie (Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Parvimonas micra, Prevotella
intermedia, Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Eubacterium nodatum,

Eikenella corrodens, Capnocytophaga sp.).
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TEORETICKA CAST

1. Kanabinoidy
1.1. Historie konopi

Cannabis sativa L. (konopi) je dvoudoma jednoletd kvetouci rostlina S vSestrannymi
moznostmi vyuziti jejich jednotlivych casti, a to jako zdroje potravy (semena), tkanin (stonky)
a farmakologicky ucinnych latek (neoplodnéné samici kvéty) [2]. Druhové zatazeni konopi je
piipisovano Carlu Linnému, ktery ho popsal ve své systematizaci botanickych binomu -
Species Plantarum (Rostlinné druhy) [3]. Péstovani a uzivani konopi se datuje 5 az 6 tisic let
do minulosti [4]. Historicky byly jako potencionalni regiony pro pfirodni pivod anebo primarni
domestikaci konopi povazovany Stfedni a jihovychodni Asie [4]. Konopi se pro 1é¢ebné ucely
vyuzivalo ve starovéké Ciné [5], Asyrii [6] a v Egypté [7]. Viibec zatim nejstar§im dolozenym
vyuzitim a péstovanim konopi pro medicinské a ndbozenské ucely je nalez 2700 let staré
hrobky Yanghai (pobliz mésta Turpan, v autonomnim regionu Xinjiang-Uighur, Cina) v hrobu
Samana, ve které bylo ulozeno 789 gramt konopi s vysokym obsahem A-9-trans-

tetrahydrokanabinolu (A%-THC) a dalsich fytokanabinoidi véetné kanabidiolu (CBD) [8].

V moderni historii doslo k rozsifeni konopi na vétSinu kontinenti. Béhem kolonialni éry byly
do severni Ameriky importovany hlavné odrady vhodné pro textilni vyrobu. Stejné tak prodeje

konopi v Evropé béhem novovéeku byly uréeny vyhradné pro primyslovy obchod [9].

Jednim z diikazli o vstupu konopi do moderni éry zapadni civilizace je prace francouzského
1¢kafe Jacquese-Josepha Moreaua - Du Hachisch et de 1'aliénation mentale (Hasi$ a dusevni
choroba, 1845). Predpokladal, ze pocity vyvolané konopim mohou zptisobovat halucinace a
bludy bézné u jedinct s psychotickymi stavy. Doufal, Zze tento vyzkum pomuze pii 16€bé
mentalné nemocnych [10]. Moreauovi s jeho praci pomahal popularni romanopisec Pierre
Gautier. Ten se nejen piimo tcastnil vyzkumu, ale i rekrutoval ¢leny francouzské umélecké
komunity vcetné¢ Charlese Pierra Baudelaira, Honore' de Balzaca, Alexandra Dumase a

Gustava Flauberta, ¢leny Club Des Hashichins (HasiSovy klub) [11].

Konopi, které¢ se behem 19. a zacatku 20. stol. v USA pouzivalo jako volné prodejny 1écivy
ptipravek (patent medicine), bylo poprvé popsano v americkém lékopise v roce 1850. V Anglii
antikonvulzivni G¢inky [12]. I pfes vySe zminéné pozitivni vlastnosti bylo cilem riznych
zakazl a omezeni. V roce 1932 bylo diky svym psychoaktivnim u¢inkiim odebrano z Britského

lékopisu [13]. V USA v roce 1937 snaha o federalni omezeni uzivani a prodeje konopi vyustila
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ve schvaleni ,,the Marihuana Tax Act®, zakona o zdanéni marihuany, ktery daval za povinnost
vSem lékaitum, obchodnikiim a péstitelim provadét evidenci a platit dané z konopi. Tento krok
vedl K postupnému odstranéni konopi z l€ékopisti napti¢ svétem [14]. Navzdory témto
omezenim se C. sativa i nadale vyuzivala v tradi¢ni medicing, stejné tak pokrac¢oval intenzivni
farmakologicky vyzkum a sociokulturni diskuse na toto téma [15]. Jednim z takovych piiklada
je prace Krejéiho, ktery v roce 1950 popsal antibiotické ucinky konopi a zac¢al ho klinicky
vyuzivat [16, 17]. Konopi, které bylo v této dobé péstovano v Ceskoslovensku, bylo naptiklad
vyuzivano pii 1é¢bé pacientll ve Fakultni nemocnici Olomouc [18]. Tehdejsi ¢eskoslovensky
vyzkum tykajici se konopi vyvrcholil v roce 1954, kdy se v Olomouci konala prvni védecka

konference na téma ,,Konopi jako 1ék* [19].

Z farmakologického hlediska byl prvni uspé$ny pokus o identifikaci typické slozky konopi
proveden Woodem et al., ktery izoloval kanabinol z konopné pryskyfice C. indica (charas)
[20]. O n¢kolik let pozdéji Todd (UK) [21] a Adams (USA) [22] nezavisle na sob¢ syntetizovali
nékolik isomert kanabinolu, srovnali je s pfirodnim kanabinolem, a v jednom ptipadé dosahli
shody, ¢imz doslo k objasnéni struktury prvniho kanabinoidu. Druhou izolovanou slozkou
konopi byl v roce 1940 nepsychotropni kanabidiol, jeho struktura byla vsak objasnéna pouze
Casteéné [22]. Krejéi a Santavy nasledné identifikovali slozku konopi s antibiotickym ti¢inkem
proti grampozitivnim bakteriim, a nékterym dalSim patogeniim, tuto latku pojmenovali
kyselinou kanabidiolovou [23-25]. V roce 1963 skupina kolem profesora Mechoulama znovu
izolovala kanabidiol a popsala jeho strukturu a stereochemii [26]. O rok pozdé;ji stejna skupina
izolovala ¢isté THC (A%-THC), objasnila jeho strukturu, ziskala jeho krystalickou formu a
dosahla jeho ¢aste¢né syntézy z kanabidiolu [27]. V roce 1964 ke spravné struktuie THC
nezavisle na skupiné profesora Mechoulama do3el i Santavy, a to pomoci nuklearni magnetické

rezonancni spektroskopie [28].
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V poslednich ¢étyfech desetiletich vyrazné vzrostl zajem o problematiku fytokanabinoidi.
Tento trend miZeme Sledovat na po¢tu publikaci v databazi PubMed v pribéhu let (viz. Graf
1).
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Graf 1: Pocet publikaci s heslem CBD v databazi PubMed.

CBD je jedinym izolovanym fytokanabinoidem, ktery byl pro své antikonvulzivni G¢inky
zkouman, jak v preklinickych studiich na zvifatech, tak i klinickych studii na lidech. Velmi
rany vyzkum v 70. a 80. letech odhalil, Ze peroralné podavané CBD (ve vysokych davkach)
mize zmiriovat zachvaty u pacientd trpicich epilepsii [29, 30]. Tento typ 1é¢by (Epidiolex®),
vykazujici vyznamné snizeni frekvence zachvatl ve srovnani s placebem v nékolika studiich,
byl v roce 2018 schvalen americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) a nasledng
i Evropskou Iékovou agenturou (EMA) pro pacienty se vzacnymi formami détské epilepsie —
syndromem Dravetové a Lennox-Gastautovym syndromem [31, 32]. Dalsim IéCivym
piipravkem s obsahem CBD je Sativex. Jedna se o konopny extrakt ve form¢ oralniho spreje
k subligvalni aplikaci. Jeden vstiik spreje obsahuje 2,7 mg THC a 2,5 mg CBD. V roce 2010
doSlo ve Spojeném kralovstvi ke schvaleni tohoto pfipravku, a to Vramci nasledujicich
indikaci: zmirnéni neuropatické bolesti a spasticity u roztrouSené sklerdzy. Sativex je

registrovan pro pouziti i v Ceské republice.
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1.1.1. Problematika konopi v Ceské republice

V ceském pravnim tadu je konopi pro 1écebné pouziti indikovano jako podptrna ¢i dopliikova
1é¢ba ke zmirnéni symptomu doprovazejicich zdvazna onemocnéni (Obr. 1). Jedna se o suSené
samiéi kvéty rostliny Cannabis sativa L. nebo Cannabis indica L. Konopi pro 1é¢ebné pouziti
obsahuje velké mnozstvi ucinnych slozek, mezi nejvyznamnéjsi patii THC a CBD. Obsah
ucinnych latek se mtze pohybovat od 0,3 % do 21 % u THC a od 0,1 % do 19 % u CBD.
Konopi je regulovano zejména zakonem o navykovych latkach (167/1998 Sb.) a vyhlaskou o
stanoveni podminek pro pfedepisovani, piipravu, distribuci, vydej a pouzivani individualné

ptipravovanych lé¢ivych pripravkl s obsahem konopi pro 1é¢ebné pouziti (236/2015 Sb.) [33].

CBD dle ¢eského pravniho systému nepatii mezi omamné a psychoaktivni latky.

Indikace

chronicka neutigitelna bolest (zejména bolest v souvislosti s onkologickym
onemocnénim, bolest spojend s degenerativaim onemocnénim pohybového systému,
systémovym cnemocnénim pojiva a imunopatologickymi stavy, neuropaticka bolest,
bolest pri glaukomu)

spasticita a s ni spojena bolest u roztrousené sklerdzy nebo pii poranéni michy,
nebolestivd Uporna spasticita zdsadnim zplscbem omezujici pohvb a mebilitu, nebo
dychani pacienta, mimovolné kinézy zplsobené neurologickym onemocnénim a dals
zdravotn komplikace, majici pivod v neurologickém onemocnéni, nebo drazu patefe
s pogkozenim michy, & drazu mozku, neurologicky ties zplsobeny Parkinscnovou
chorobou a dalsi neurologicke potiZe dle zvaZeni odetiujictho |ékare

nauzea, zvraceni, stimulace apetitu v souvislosti s 1€€bou onkologického onemocnéni
nebo s lé€bou cnemocnéni HIV

Gilles de la Tourette syndrom

povrchova |1écba dermatoz a sliznicnich lézi

Obr. 1: Indikaéni Kritéria pro preskripci 1é¢ebného konopi v CR. Prevzato ze Statniho
18.11.2022].

ustavu pro kontrolu 1é¢iv. 2022 [citovano 2022

https://www.sukl.cz/konopi-pro-lecebne-pouziti. [33]
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1.2. Fytochemie konopi

Predpokladalo se, ze jedinymi aktivnimi slou¢eninami v konopi jsou kanabinoidy,
Vv poslednich letech vSak védci zacali spekulovat o synergistickém anebo tzv. entourage efektu
dalsich slozek konopi. Mezi tyto slozky fadime terpeny a terpenoidy. Termin entourage efekt
zavedl v roce 1988 Mechoulam et al. [34], popsal ho jako zvySenou aktivitu uc¢inné slozky se
slozkou neaktivni. Pfibyvaji dikazy, ze tyto slozky spole¢né u€inkuji 1épe nez samostatné, coz
napliuje definici terminu entourage efekt. Konkrétné¢ se jednalo o situaci, kdy rdzné
,heaktivni* metabolity a blizce piibuzné molekuly vyrazné zvysili aktivitu primarnich
endogennich kanabinoidi — anandaminu a 2-arachidonoylglycerolu [35]. Za poslednich
nékolik desetileti bylo v C. sativa identifikovano 565 latek (Tab.1), z toho 120 fytokanabinoida
(11 zakladnich skupin: AS-THC, (-)-A8-trans-tetrahydrokanabinol (A%-THC), kanabigerol
(CBG), kanabichromen (CBC), kanabidiol (CBD), kanabinodiol (CBND), kanabielsoin (CBE),
kanabicyclol (CBL), kanabinol (CBN), kanabitriol (CBT) a smiSené typy). Mezi dalsi latky
obsazené C. sativa fadime 120 terpentl, coz jsou aromatické oleje odpovédné za typickou vini
konopi [36]. Je vysoce pravdépodobné, ze prvnim izolovanym terpenem byl B-karyofylen,

ktery byl identifikovan jako agonista CB2 receptort [19].

Chemicka tiida 2005| 2015
A%-THC typ 9 23
AB-THC typ 2 5
CBG typ 8 16
CBC typ 6 9
CBD typ 7 7
CBND typ 2 2
CBE typ 5 5
CBL typ 3 3
CBN typ 7 11
CBT typ 9 9
SmiSené typy 14 30
Celkové kanabinoidu 72 120
Celkové nekanabinoidi 419 445
Celkem 491 565

Tab. 1: Déleni fytokanabinoidi do chemickych tifid. Pievzato z: EISohly MA, Radwan MM,
Gul W, Chandra S, Galal A. Phytochemistry of Cannabis sativa L. Prog Chem Org Nat Prod.
2017;103:1-36.[37]
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1.3. Nepsychotropni fytokanabinoidy

Kanabigerol (CBG) patii mezi nepsychotropni kanabinoidy, vykazuje celou fadu
ucinky), a to diky své interakci s receptory spiazenymi s G-proteiny [38]. CBG snizuje
transkripcni aktivitu NFkB (nuclear factor kB), odpovédného za transkripci prozanétlivych
cytokint [39], ¢imz dochazi ke snizovani hladin TNFa (tumor necrosis factor o) a interleukinu
1B (IL-1pB) [40]. CBG vykazuje antioxida¢ni vlastnosti diky modulaci exprese superoxid
dismutasy 1 [40]. CBG v soucasnosti patii mezi nejméné prozkoumané kanabinoidy. Dosud
nebyl zjistén zadny Skodlivy Gcinek CBG na lidsky organismus. Prokazana biologicka aktivita
ukazuje CBG a jeho derivaty jako velmi slibné ptirodni slouceniny, které by mély byt dikladné
testovany in vitro i in vivo, aby bylo mozné jednozna¢né uréit jejich terapeutickou uzite¢nost,

zejména s ohledem na zanétliva onemocnéni [38].

Kanabichromen (CBC) ma nizkou vazebnou afinitu ke kanabinoidnim receptorim typu 1
(CB1), nicmén¢ na tomto receptoru odpovédném za psychotropni ¢inky THC nevykazuje
zadnou znatelnou aktivitu [41]. CBC je vsak u¢inngjsi agonista kanabinoidniho receptoru typu
2 (CB2) nez THC, coz naznacuje, ze CBC muze byt uc¢innou protizanétlivou latkou [42]. Ve
antidepresivni 0¢inky [43]. Prakticka aplikace CBC je, vzhledem K jeho nestabilité,

nepravdépodobna.

Kanabidiol (CBD) (Obr. 2) tadime do skupiny nepsychotropnich kanabinoidd. CBD je
krystalicka slou¢enina s bodem tani 66 °C az 67 °C [44]. V nejvyssi koncentraci je produkovan
vV neoplodnénych samicich kvétenstvich v glandularnich trichomech (Obr. 3). Trichomy
produkuji pryskyfici, ktera je zdrojem mnoha G¢innych latek [45]. CBD pusobi pleiotropné a
bifazicky v zavislosti na podané davce. Pleiotropni t¢inky CBD mohou byt dany tim, Ze jeho
molekula je sloZena ze dvou strukturnich motivi ptirodnich latek, cyklického monoterpenu a

5-pentenylresorcinolu [46, 47].

HO

Obr. 2: Chemicka struktura kanabidiolu.
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glandularni trichomy

Obr. 3: Produkce konopné pryskyfice. Pfevzato z Russo EB. Cannabidiol Claims and
Misconceptions. Trends Pharmacol Sci. 2017;38(3):198-201. [45]

Dle aktualnich informaci je v databazi ClinicalTrials.gov registrovano 419 planovanych,
probihajicich a ukoncenych klinickych studii s CBD. Vétsina CBD studii je zamétfena na
studium jeho neuroprotektivnich, antiepileptickych, anxiolytickych, antipsychotickych a
sekundarnich metaboliti rodu Cannabis, v zubnim Iékafstvi recentné pojednava prace Loweho

et al. [49] a David et al. [50].
1.4. Farmakologie CBD

CBD se na dneSnim trhu, mimo jiné, vyskytuje ve form& volné prodejnych doplikl stravy
(CBD kapsle, oleje). Tyto produkty na bazi komplexniho extraktu z konopi se ¢asto potykaji
s problémem nepiesného oznaceni obsahu t¢innych latek. Bonn-Miller et al. zjistili, ze u 69 %
produktd oznacenych jako ,,Cist¢ CBD* neodpovidalo deklarované mnozstvi u¢inné latky
(43 % obsahovalo nizsi mnozstvi CBD, 26 % vys§i mnozstvi CBD a 21 % obsahovalo THC

[a2 6,4 mg/l]) [51].

Uspésna distribuce aktivni latky do cilovych mist u¢inku zavisi na mnoha faktorech véetnd
fyziologie jednotlivce a fyzikalné-chemickych vlastnosti (rozpustnost, stabilita, permeabilita a
metabolismus). Nizka biologicka dostupnost, ktera je zavisla na téchto faktorech, obecné vede
k nedostate¢né terapeutické ucinnosti a pravdépodobnéji zpusobi vysokou interindividualni
variabilitu farmakokinetickych parametra [52]. V tomto kontextu se biologicka dostupnost

CBD vyrazné lisi podle cesty a zplisobu podani.

Kouteni/vaporizovani vykazuje biologickou dostupnost pfiblizné 31 % [53]. Kosmetické
piipravky ve formé balzamd, krému, gelti, masti a naplasti patii v dnesni dobé mezi vysoce
popularni produkty. V soucasnosti pro n¢ ale nejsou k dispozici zadna data z kontrolovanych
klinickych studii, kterda by hodnotila farmakokineticky profil, behavioralni u¢inky a
charakteristiku pouziti [54]. Protoze CBD je lipofilni, hromadi se ve vné&jsi vrstvé kiize (stratum

corneum) a nepronika pies dalsi vrstvy [55]. U peroralné podanych piipravki se informace o
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biologické dostupnosti pohybuji Vv rozmezi 6 % [52] az k hodnotam mezi 13-19 % [56].
Vzhledem ke své lipofilité, vykazuje CBD u uzivatele nizkou biologickou dostupnost ve stavu

na la¢no, nicméné¢ po jidle (s vyssim obsahem tuki) se biologicka dostupnost zvysuje [57].
1.5. Metabolismus CBD

CBD se intenzivné metabolizuje v jatrech pomoci cytochromu P450 (CYP), nejvétsim podilem
jeho dvéma formami CYP3A4 and CYP2C19, které jsou zodpovédné za metabolismus rtiznych
klinicky dulezitych 1é¢iv. Je tedy tieba brat v potaz hypotetické riziko 1ékovych interakci [58].
Debatu o metabolismu CBD a jeho transformaci na A®>-THC a A%-THC po prolongované
expozici ,,simulované“ zalude¢ni kyseliné vyvolala recentni in vitro studie od Merricka et al.
[59]. Piestoze je tato izomerizace znama po desetileti [22, 26], neprokazalo se, ze k ni dochazi
in vivo u lidi [60]. Za prvé, neexistuje zadny znamy enzym, ktery by mohl katalyzovat takovou
biokonverzi. Dale farmakokinetika a studium metabolismu CBD v humannich klinickych
studiich vyvraceji ptitomnost takové reakce. V dvojité zaslepené placebem kontrolované studii
hodnotici vliv CBD na pacienty s Huntingtonovou choreou byly 14 pacientim peroralné
podany davky CBD 10 mg/kg/den (ptiblizné¢ 700 mg) po dobu 6 tydnd [61], primérné
plazmatické hladiny CBD byly 5,9—11,2 ng/ml, ale zadné THC nebylo detegovano. V dalsi
recentni randomizované Klinické studii byly 16 zdravym muzim podany davky 600 mg CBD
anebo 10 mg THC [62]. Zatimco THC s vysokou mirou signifikace vykazovalo pfitomnost
negativnich vedlejsich u¢inkd jako tzkost, dysforii, a psychotropni ti¢inky, CBD bylo pacienty
dobfe tolerovano bez znamek psychotropnich ucinkd vyskytujicich se po podani THC. Ani

THC, ani jeho primarni jaterni metabolit, 11-OH-THC, nebyl zaznamenan po uziti CBD [62].
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1.6. Endokanabinoidni systém (EKS)

EKS je primdrné odpovédny za bunénou homeostazu. V mozkové tkani méa pfimy vliv na
fyziologické procesy regulujici vnimani bolesti, hormonalni, smyslové a mentalni funkce. Je
tvoien kooperujicimi receptory, jejich ligandy, enzymy aktivnimi v syntéze a/nebo degradaci
vazebnych molekul, a nékterymi dal§imi signalnimi molekulami [63].

Objev CB1 receptoru v mozkové tkani potkana [64] vedl k hledani pfirozenych endogennich
ligandu, které se na tento receptor vazi. Po dvou letech vyzkumu védci z mozku izolovali
endogenni slouCeninu, ktera se vaze na kanabinoidni receptor s piiblizné¢ stejnou ucinnosti jako
A%-THC. Tento endogenni ligand byl pojmenovan anandamid [65], jeho nazev byl odvozen ze
Sanskrtského slova pro blazenost ,,ananda®. Existence periferniho kanabinoidniho receptoru
(CB2) vedla k patrani po ligandu tohoto receptoru, tim se stal derivat kyseliny arachidonové
2-arachidonoylglycerol (2-AG) [66].

Receptory CBI1 se vyskytuji primarné v bunikdch mozkové tkdné a reguluji neurondlni aktivity.
CB2 receptory jsou lokalizovany v buiikach vrozeného imunitniho systému a periferni nervové
lokalizovany jak na povrchu bunéénych membran, tak intracelularnich strukturach bunck vSech
tkanich savcu [67]. Interakce exo-/endogennich ligandu, tj. fyto- a syntetickych kanabinoidii a
endokanabinoidi (amidy a estery kyseliny arachidonové) s CB1 a CB2 receptory aktivuje
endokanabinoidni systém (EKS) [68, 69]. CBD a psychotropni A°-tetrahydrokanabinol (THC)
jsou kvantitativné€ nejvice zastoupené sekundarni metabolity ze skupiny fytokanabinoidi rodu
Cannabis [70]. V sav¢im organismu je biologicka aktivita fytokanabinoidll vazana na jejich
interakci s dvéma subtypy kanabinoidnich receptort CB1 a CB2, patficich mezi receptory
sprazené s G-proteiny [71]. CBD je ¢aste¢ny agonista vazajici se do ortosterického mista CB2
receptoru a pfimy antagonista vazebného mista CB1 receptoru. CBD je negativnim

alosterickym modulatorem vazebnych mist obou receptort [72].

1.7. Uéinky fytokanabinoidii
1.7.1. Vliv fytokanabinoidii na tkané parodontu
Konermann et al. prokazali in vitro i in vivo expresi CB1 a CB2 receptort v tkanich parodontu.
In vivo byla exprese kanabinoidnich receptorti zkoumana na biopticky ziskanych lidskych
tkanich parodontu s bakterialnim zanétem nebo bez néj, a na maxilach potkana se sterilnim
zanétem nebo bez ngj. In vitro analyzy byly provadény na fibroblastech humannich

periodontalnich ligament (FHPL) v klidu nebo pfi mechanickém namahani (ortodonticky tah
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zubi) [73]. U FHPL i tkan¢ parodontu vyvolal zvySeni poctu obou receptori také mechanicky
stres, sterilni nebo bakterialni zanét tkan€. V navaznosti na vySe uvedenou studii mechanicky
stresované FHPL byly inkubovany s endokanabinoidy, anandamidem (AEA) a
palmitoyletanolamidem (PEA) po dobu 6 a 10 hod. AEA signifikantn€ snizil u stresovanych
FHPL tvorbu prozanétlivych cytokini IL-1B, IL-6, TNFa a pocet CB1 a CB2 receptorti.
Inkubace PEA neméla vliv na exacerbaci imunitni odpovédi [74]. Abidi et al. demonstrovali
na IL-1p stimulovanych lidskych gingivalnich fibroblastech (HGFs) inhibici produkce
prostaglandinu E2 (PGE2) a nékterych cytokint po aplikaci fytokanabinoidt. Produkce PGE2
byla vyznamné potlacena po aplikaci CBG a CBNV. Aplikace CBD vedla k signifikantnimu
snizeni hladiny interferonu-gamma (INF-y), TNF-a, IL-2 a IL-4. VSechny tfi testované
fytokanabinoidy nicméné signifikantné zvysily hladiny IL-6, 1L-10 a IL-12. Tato zjiSténi
naznacuji, ze cileni 1é¢by na endokanabinoidni systém mize vést k vyvoji novych
terapeutickych postupli U onemocnéni parodontu. Je vSak tfeba brat ohled na jedine¢né
protizanétlivé Gc¢inky kazdého individualniho fytokanabinoidu [75].

CBD je agonistou PPAR-a,B,y (peroxisome proliferator-activated receptors) [76]. Zanétlivé
procesy v tkanich parodontu zvysuji hladinu isoformy PPAR-y [77]. CBD interakci s PPAR-y
aktivuje jeho tvorbu [76]. PPAR-y moduluje pribéh zanétu indukei degradace proteinu p65, na
kterou navazuje inhibice transkrip¢niho faktoru NF-«xB a diisledkem je sniZzeni produkce COX-
2 a prozanétlivych cytokini IL-1B, IL-6 a TNF-a [78]. CBD aktivovany PPAR-y také
kooperuje s transkripénim faktorem Nrf2, regulatorem exprese endogennich antioxidantt [79],

ktery ma vliv na oxida¢né-redukéni homeostazu v tkanich parodontu [80, 81].

1.7.2. Antioxidacéni ucinky
Antioxidacni kapacita bunék je klicova v ochrané tkané pted destrukci kyslikovymi radikaly a
reaktivnimi formami kysliku a dusiku obecné. Antioxidanty jsou latky, které interaguji s
volnymi radikaly a neutralizuji je. Volné radikaly se tvoii v téle pfirozené a jsou dileZité pro
mnoho fyziologickych bunéénych procesti. Ve vysokych koncentracich mohou vsak volné
radikéaly poSkozovat soucdsti bunék, vcetné jejich membran, DNA a proteini. Poskozeni
zpusobené volnymi radikaly, zejména DNA, mtze hrat roli v rozvoji rakoviny a dalsich nemoci
[82]. V ramci vyzkumu se zjistilo, ze jak CBD, tak i THC jsou vysoce u¢inné antioxidanty
vlastnosti CBD by mohly byt vyuzity v ramci terapie oralni mukozitidy (OM) [85]. OM je
Casto pozorovana u pacientli podstupujicich antineoplastickou 1é¢bu, a to asi u 30-70 %

pacientt 1é¢enych radioterapii oblasti hlavy a krku a u 40-80 % pacientii podstupujicich
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chemoterapii. Kdyz se tyto dvé modality zkombinuji, vyskyt téchto 1ézi ma tendenci se

zvySovat v rozmezi 50-100 % [85].

1.7.3. Vliv CBD na ekologii ordlni mikroflory

Pro symbioézu komenzalnich bakterii, homeostdzu mikrobialniho ekosystému v duting Gstni, je
dilezita fyziologickad funkce sliny a slozeni bakteridlniho biofilmu na povrchu mekkych a
tvrdych tkani [86, 87]. Bakteriostaticka aktivita CBD vu¢i methicillin-rezistentnimu kmenu
Stahylococcus aureus byla publikovana v roce 2008 [88]. Vysledky studie Martinenghiho et
al. potvrdily vyrazny antibakterialni t¢inck CBD na G-pozitivni, antibiotikiim rezistentni,
kmeny S. aureus a S. epidermidis (MIC od 1 do 2 pg/ml) [89]. Nebyl prokazan antimikrobialni
ucinek na G-negativni Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa, coz autofi zdtvodnili
rozdilnou strukturou vnéj§i membrany G-negativnich bakterii. Ta obsahuje vysokou

koncentraci LPS a je pro CBD neprostupna.

Blaskovich et al. hodnotili minimalni inhibié¢ni koncentrace (MIC) CBD ve srovnani s MIC 10
kontrolnich antibiotik na vybranych kmenech G-pozitivnich/G-negativnich bakterii [90].
Bakteriostaticky u€¢inek CBD byl srovnatelny s kontrolnimi antibiotiky pouZivanymi v terapii
infekénich onemocnéni zplisobenych rezistentnimi kmeny G-pozitivnich bakterii.
Z testovanych druhli G-negativnich bakterii byl CBD aktivni pouze proti kmenim rodu
Neisseria. Dulezitym zjisténim bylo také to, ze opakovana aplikace CBD nevede ke vzniku

bakterialni rezistence.

Abichabki et al. hodnotili antibakterialni u¢inek CBD s polymyxinem B (PB) na PB-rezistentni
G-negativni bakterie. Vysledky ukdazaly, ze pfidani PB v nizké koncentraci (< 2 pg/ml)
umoziuje CBD (< 4 pg/ml) plsobit antibakteridlné pro vétSinu zkoumanych G-negativnich
bakterii (napt. Klebsiella pneumoniae, E. coli, Acinetobacter baumannii), a to i téch, které jsou
viuci PB rezistentni. CBD + PB také vykazovali aditivni a/nebo synergicky uc¢inek proti G-
negativnim bakteriim [91].

CBD inhibuje uvolfiovani membranovych vacka (MV) zcytoplazmy G-pozitivnich/G-
negativnich bakterii. Funkci membranovych vackii na povrchu bakteridlni membrany je
ochrana bakterie pied adsorpci antibiotik. CBD regulaci uvoliiovani MV zvysuje Uc¢inek
nékterych antibiotik [92]. Aplikaci CBD se méni proteinovy profil MV. Taktéz byl pozorovan

efekt CBD na potlaeni rastu u P. gingivalis a F. alocis, ne vSak u T. denticola [93].
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2. Onemocnéni parodontu
2.1. Ekonomické aspekty onemocnénich dutiny ustni

Ekonomické néklady na péci o ordlni zdravi jsou znacné. Piimé a nepfimé ndklady na
onemocnéni zubll v celosvétovém méfitku (s vyjimkou rakoviny dutiny Ustni a hrtanu) Cinily
v roce 2015 ptiblizné 545 miliard americkych dolard (USD) [94]. V roce 2019 dosahly vydaje
na stomatologii v USA 143,2 miliardy USD [1], coz pifedstavuje 4 % celkovych vydaji na
zdravotni péci v zemi [95]. Rozsahla ztrata zubd (pacienti s méné nez deviti zbyvajicimi
pfirozenymi zuby) pfedstavovala 67 % celosvétovych ztrat produktivity v disledku
onemocnéni zubi a jejich zavésného aparatu, po ni nasledovala s 21% pokrocila parodontitida
(hodnota Community Periodontal Index 4, klinicka ztrata attachmentu vétsi nez 6 mm, nebo
hloubka parodontalniho chobotu vét§i nez 5 mm) a neléceny kaz s 12% podilem [96]. Zmény
vzhledu obliceje a halitoza, které tyto stavy casto doprovazi, mohou vést k naruSeni socialnich

interakci jedince a tim sniZenému socidlnimu uplatnéni.

2.2. Parodontitis chronica

2.2.1. Epidemiologie
Parodontitis je definovana jako zanétlivé onemocnéni zadvésného aparatu zubu, které mulize
zpisobit ireverzibilni ztratu periodontalnich vazi a alveolarni kosti a vést az ke ztrat€ zubu
[97]. Parodontitis postihuje 20-50% svétové populace [98] a je povazovana za Sestou
nejrozsirenéj$i nemoc na celém svéte, ktera postihuje odhadem 740 miliont lidi [99]. Vyskyt
parodontitis je rozsitengjsi u starSich jedincti (Tab. 2). Vzhledem ke starnuti populace (zejména

v zapadnich zemich) se v blizké budoucnosti ocekdva narust prevalence tohoto onemocnéni

[99, 100].
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parodontitis % (smérodatna odchylka)

pokro¢ila | stfedné pokro¢ila | celkem
celkem 7,8 (0,5) 34,4 (1,2) 42,2 (1,4)
vék (roky) | 30-44 | 4,1(0,3) 25,3 (1,4) 29,5 (1,5)
45-64 | 10,4 (0,8) 35,6 (1,4) 46,0 (1,6)
>65 9,0(1,0) 50,7 (1,9) 59,8 (2,1)
pohlavi muzi | 11,5(0,8) 38,8 (1,2) 50,2 (1,4)
Zeny | 4,3(0,4) 30,2 (1,4) 34,6 (1,5)

Tab. 2: Prevalence parodontitis v USA u pacientu starSich 30 let (2009-2014). Pfevzato z
Eke PI, Thornton-Evans GO, Wei L, Borgnakke WS, Dye BA, Genco RJ. Periodontitis in US
Adults: National Health and Nutrition Examination Survey 2009-2014. J Am Dent Assoc.
[101]

2.2.2. Etiologie

Zachovani oralniho zdravi nebo progrese onemocnéni je Gizce spjata s oralnim mikrobiomem
[102]. Mikrobiom dutiny Gstni je tvofen vice nez 700 druhy bakterii [103], které jsou ptitomny
ve formé biofilmu. Hraje zdsadni roli v udrzovani oralni homeostazy, chrani dutinu ustni a
zabranuje rozvoji onemocnéni [104]. Naruseni oralniho mikrobiomu (disbiéza) spolecné
s dalSimi rizikovymi faktory, kterymi mohou byt naptiklad kouteni, nedokonald tstni hygiena,
diabetes mellitus, hormonalni zmény u Zen, medikace nékterych 1é¢iv (fenytoin, cyklosporin,
nifedipin) a stres miize vést k rozvoji chronické gingivitis a nasledné parodontitis [105]. Mezi
nejvyznamnégjsi patogeny podilejici se na rozvoji parodontitis u dospélych jedincii se fadi
bakterie Cerveného komplexu — Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola a Tannerella
forsythia (diive oznacovana jako Bacteroides forsythus). Dal§imi periopatogeny jsou napiiklad
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, Prevotela intermedia,

Treponema denticola [106].
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Ptitomnost periopatogenti a jejich virulentnich komponent zplsobuje aktivaci bunék
vrozené¢ho imunitniho systému (makrofagy, antigen prezentujici dendritické bunky, natural
killer (NK) buniky a neutrofily) a bun¢k adaptivni imunity (T a B lymfocyty), coz vede
k uvolinovani prozanétlivych cytokini (IFN-y, IL-1 a IL-6, interleukinu-17 (IL-17), TNF-q,
prostaglandinu E2 (PGE2) a enzymu, pifedev§im kolagenas (matrixova metaloproteinasa)
[107]. Pokud neni regulace zanétlivého procesu télem hostitele dostate¢nd, mize vyustit
v zdvazné zmény v tkanich periodoncia zacinajici u ztraty attachmentu, vzniku parodontalnich
chobotil, gingivalnich recest, vedouci viklavosti zubt, jejich mobilité a koncici ztratou zubu

[108] (Obr. 4).

zanétlivé zménéna

gingiva s poskozenymi odhaleny zubni kofen s
s periodontalnimi ligamenty ztrata attachmentu vyraznou ztratou
gmgiva attachmentu
|, parodontalni -
5 , sondav : ‘
|/ gingivalnim 7 N |
y 1 g /
\ F/ sulku g e
J ustupujici —— - y,
line dasné J.
. 2w ubytek )
periodontalni S Losti )
~ ligamenta
alveolarni
7 kost
zdravy parodont pocinajici parodontitis sttedné pokrodila parodontitis pokrocila parodontitis

Obr. 4: Stadia parodontalniho onemocnéni. Upraveno dle: Jonathan Dimes, pievzato z
National Institutes of Health. Oral health in America: advances and challenges. US
Department of Health and Human Services, National Institute of Dental and Craniofacial
Research: Bethesda, MD, USA. 2021. [1]
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2.2.3. Klasifikace
Parodontitis se u pacienta diagnostikuje pokud:

1) je ptitomna klinickd ztrata attachmentu v mezizubnim prostoru u dvou a vice nesousedicich

zubu, nebo

2) je pritomna klinicka ztrata attachmentu vestibularné nebo oraln¢ >3 mm soucasné s

parodontalnim chobotem >3 mm u dvou a vice zubt.

Podminkou je, Ze klinicka ztrata attachmentu neni zpiisobena jinymi faktory, jako je napf.
gingivalni recessus traumatického plvodu, rozsdhlé cervikalni kariézni 1éze, pfitomnost

vertikalni fraktury kofene, zmény objemu tkani po extrakci sousednich zubut [109].

Pro piesnéjsi popis progrese onemocnéni V roce 2018 navrzena klasifikace parodontitis, ktera
vyuziva stagingu (Obr. 5) a gradingu (Obr. 10) stejné jako je tomu v jinych medicinskych
oborech [110].

Staging je zaloZeny na zavaznosti postizeni, které je dano destrukci parodontu vzhledem k
délce kotfene a také ztratou zubi v disledku parodontitis. DalSim faktorem je komplexnost
onemocnéni, kterd je ovlivnéna hloubkou parodontalnich chobotl, pfitomnosti nitrokostnich
defektd, postizenim furkaci, mirou pohyblivosti zubu a také zménami artikulace. Dle toho
zahrnuje Ctyfi stadia (I az IV), viz. nize uvedené ortopantomogramy (Obr. 6-9). Po 1é¢bé stale

zustava staging stejny, i kdyz doslo k eliminaci faktord [109].
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Staging parodontitis
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Obr. 5: Staging parodontitis. Pfevzato z Belak S, Starosta M, Zizka R, Sedy J. Nova

klasifikace parodontdlnich a periimplantatovych onemocnéni.

stomatologické komory. 2019;29(1):10-7. [109]
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Obr. 7: Ortopantomogram, Stage Il parodontitis. Autor: MDDr. Petr Jirasek.
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Obr. 9: Ortopantomogram, Stage IV parodontitis. Autor: MDDr. Petr Jirasek.
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Grading piedstavuje informaci o rychlosti progrese parodontitis. Zohlednuje rizikové faktory,

které mohou ovlivnit pribéh onemocnéni nebo odezvu na 1écbu, a jejich negativni efekt na

celkové zdravi pacienta. Dle toho se déli do tfi skupin: pomala, stfedné rychla a rychla [109].

Grading parodontitis

pFimy diikaz progrese

primarni Kritéria

nepfimy dilkaz progrese

faktory ovliviiujici

rizikové faktor
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zanét
ovlivnéni celkového
zdravi biomarkery indiktory ztraty

attachmentu nebo kosti

dlouhodobd data (RTG
(bytek kosti nebo
7trata attachmentu)

% Ubytek kosti/vék

typ pfipadu

koufeni
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<0,25
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mnoistyf plaku
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=2mmzaslet
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molari a fezakil
slabd reakce na bénou

terapii

10 a vice denné

HbA1c =7 % u pacientil

s diabetem

>3 mg/l

Obr. 10: Grading parodontitis. Pfevzato z Belak S, Starosta M, Zizka R, Sedy J. Nova

klasifikace parodontdlnich a periimplantatovych onemocnéni.

stomatologické komory. 2019;29(1):10-7. [109]
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2.2.4. Kouieni jako rizikovy faktor vzniku parodontitis

Jednim z nejvyznamnéjSich rizikovych faktord vzniku parodontitis je koufeni [111]. U kuiakt
je tiikrat vétsi pravdépodobnost zavazné formy parodontitis nez u nekuiaka [112]. Cesty,
kterymi koufeni tabdku ovliviiuje vyskyt a progresi parodontitidy, zistavaji nejasné; existuji
vSak hypotézy o nékterych potencidlnich mechanismech. Zahrnuji vliv koufeni na slozeni
oralniho mikrobiomu, na imunitni odpovéd’ a na regeneracni schopnost parodontu. Zastava se
nazor, ze koufeni mize vést ke zménam ve slozeni subgingivalniho biofilmu vedoucim ke
zvySenim prevalence periodontalnich patogent [113]. Koufeni se navic podili na zpozdéni
naboru a migrace neutrofilti do tkani parodontu, coz ohrozuje akutni imunitni odpovéd’ [114].
Kromé toho existuje hypotéza, Ze ve vod¢ rozpustné slozky cigaretového koute ptimo indukuji
neutrofilni produkci superoxidu, a zaroven snizuji reakce superoxidii na patologicky relevantni
podnéty. Tato data naznacuji, Zze koufeni mize iniciovat a udrzovat oxidacni stres ve zdravém
parodontu a podilet se na progresi onemocnéni, a to neutrofily zprostiedkovanymi
mechanismy, které vedou ke snizeni vrozenych imunitnich reakci [115].

Dalsim rizikovym faktorem pro vznik onemocnéni parodontu je koufeni marihuany, a to i
nezavisle na tabaku, i kdyz lze pozorovat synergicky ucinek vedouci k vyssi prevalenci
parodontitidy u jedinct, ktefi uzivaji obé formy [116, 117]. U pravidelnych uzivatelt
marihuany se v ramci vysetieni parodontu vyskytuji hlubsi parodontalni choboty, vyssi ztrata
attachmentu a zvySena pravdépodobnost zavazného pribéhu parodontitis nez u lidi, ktefi
marihuanu rekrea¢né nekonzumuji. Vzhledem k celosvétové tendenci k legalizaci marihuany
by méli byt stomatologové na pozoru a ptikladat roli uzivani konopi na rozvoj parodontitis
patfiény vyznam [117]. Uzivani marihuany se Casto vyskytuje v kombinaci s uzivanim
alkoholu, elektronickych cigaret a jiného tabdku, takze je obtizné urcit, zda etiologie
zhorSeného zdravi Gstni dutiny (napt. vyssi vyskyt parodontitidy a zubniho kazu) souvisi pouze

s uzivanim marihuany [118, 119]. Projevy koufeni marihuany v dutin¢ ustni jsou shrnuty
v (Tab. 3).
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Koufeni/vaporizace marihuany a jejich
projevy Vv dutiné ustni

Souvisejici diisledky

Parodontéza [117] [120] [121]
(dikazy s nejvétsi vahou)

Pfispiva k rozvoji, nicméné nevyvolava
parodontitis; zvySuje ztratu attachmentu; hlubsi

vV

Xerostomie [122, 123]

Zvyseni rizika vzniku zubniho kazu v disledku
absence sliny a jejich ochrannych funkci

Leukoedém [122, 123]

Multifaktorialni: spole¢né uzivani alkoholu, tabaku
+ geneticka predispozice

Zvysena prevalence Candida sp. [123]

Zvysené riziko kandidozy

Vznik kazu na hladkych ploskach [124]

Multifaktorialni: snizena motivace v péci o oralni
zdravi

SniZené usili v udrZovani oralni hygieny
a vyhledavani zubni péce [124]

Zvysené riziko vzniku zubniho kazu, gingivitidy a
parodontitidy

Tab. 3: Projevy a diisledky kouieni marihuany na dutinu ustni. Pievzato z National
Institutes of Health. Oral health in America: advances and challenges. US Department of
Health and Human Services, National Institute of Dental and Craniofacial Research: Bethesda,

MD, USA. 2021. [1]
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2.2.5. Vztah ordlniho mikrobiomu k celkovym onemocnénim

Oralni mikroorganismy mohou ovlivnit vznik systémovych onemocnéni. Studie naznacuji, ze
mikrobiom v dutiné ustni mize kolonizovat rizné ¢asti organismu a podilet se na chorobnych
procesech v jinych ¢astech téla [125]. P. gingivalis, bakterie siln¢ spojena s parodontitis, byla
detekovana v mozku pacienti s Alzheimerovou chorobou. Pravdépodobny podil P. gingivalis

jako ptispévatele rozvoje tohoto onemocnéni byl prokazan na zvifecim modelu [126].

Kromé toho bylo také prokazano tizké spojeni mezi chronickou parodontitidou a revmatoidni
artritidou (RA), parodontitis casto pfedchazi rozvoji RA. V revmatoidni synovii se nalézaji
citrulinové proteiny, které jsou pro RA vysoce specifické (specifita 98,5 %) a jsou vyuzivany
pti diagnostice RA [127]. Parodontitida u zdravych jedinci koreluje s hladinami protilatek proti
citrulinovym proteinim, coz naznacuje, ze parodontitida by mohla spustit autoimunitni

odpoveéd, ktera vede k RA [128].

Parodontalni onemocnéni je také povazovano za nezavisly rizikovy faktor mozkové ischemie
u muzu a mladSich jedinci [129]. Elevace hladiny cytokinu (IL-6 a IL-8) a PGE2
produkovanych pii parodontitis miize vést u t€hotnych zen K vyssimu riziku ruptury plodového

obalu zarodku (chlorioamnion), a tim k pfed¢asnému porodu [130, 131].

ZvySena hladina cytokint, ktera se vyskytuje u pacientd S parodontézou muze negativné
ovlivnit pribéh onemocnéni COVID-19. Parodontitida byla spojena s vysSim rizikem pfijeti
na jednotku intenzivni péce, potiebou umelé plicni ventilace a timrtim pacientt s COVID-19
[132]. Studie naznacuji, ze prediktorem plicnich komplikaci COVID-19 je zvyseni hladiny IL-
6. Parodontitida zvySuje hladiny IL-6 jak lokéln¢, tak systémové. Terapie parodontitis miize
vést ke snizeni hladiny IL-6, a tim redukovat riziko zavaznych plicnich komplikaci spojenych

s onemocnénim COVID-19 [133].
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2.2.6. Chemoprofylaxe gingivy
2.2.6.1. Tvorba biofilmu
K udrzeni parodontalniho zdravi je nezbytné eliminovat pfitomnost biofilmu na zubech a
meékkych tkanich. Biofilm je spoleCenstvo mikroorganismi vazané k urcitému povrchu a
obklopené polysacharidy, které bunky biofilmu vylucuji [134]. Zrani biofilmu je vicefazovy
proces, ktery zaina kratce po vyc¢isténi zubd tvorbou pelikuly adsorpci komponent sliny
(proteiny, sacharidy, lipidy) k povrchu zubti a materialim pouzivanych ke zhotovovani vyplni
a protetickych nahrad. Vznika slaba reverzibilni vazba mikroorganismi k pelikule. Nasledné
je na povrchu ¢asnych kolonizatoru (Actinomyces sp., Streptococcus sp.) [135] secernovana
extracelularni polysacharidova hmota (EPS), kterou tvofi polysacharidy, proteiny a dalsi
makromolekuly. EPS poskytuje vazebna mista pro dalsi mikroorganismy. 3-5 den dochazi
béhem sekundarni kolonizace ke koagregaci mezi spratelenymi druhy bakterii a k ptechodu na
ireverzibilni adhezivni vazbu. Adherujici buiiky proliferuji do mikrokolonii, a za 2-3 tydny
vytvoii zraly biofilm (v zavislosti na pfitomnosti O?, pH a Zivin). Po maturaci mize dojit k
disperzi bakterii pomoci organizovaného uvolnéni bunék z kolonii, ¢imz dochazi ke kolonizaci

novych mist [136-138].
2.2.6.2. Prostiedky ustni hygieny

Kromé& mechanického odstrafiovani zubniho plaku z povrchu zubli pouZivame v dnesni
dobé 1 Siroké spektrum podplrnych 1écebnych a kosmetickych ptipravkl. Mezi u¢inné latky
téchto ptipravkl fadime fluorid sodny a cinaty, chlorid a siran zine¢naty, laktat hlinity a dalsi
(Tab. 4). V ramci syntetickych organickych sloucenin se nejcastéji vyuzivaji aminfluorid,
chlorhexidin, hexetidin, cetylpyridinium chlorid. Dal§i moZnosti jsou komplexni
extrakty/smési sekundarnich metabolitd 1é¢ivych rostlin — fytoceutika [139]. Bioaktivni
molekuly ziskavané z 1é¢ivych rostlin jsou po tisice let vyuzivany k potlaceni zanétu a bolesti.
Zaroven se jedna o potencialni zdroj latek vyuzitelnych pti 1€¢bé gingivitis a parodontitis [140].
Fytoceutikem, pro jehoZz vliv na zanicené tkané parodontu neni dostatek farmakologickych
udaji je kanabidiol. Fytokanabinoidy je tfeba rozlisit od chemicky rozdilnych, avsak po

farmakologické strance podobnych endokanabinoidi a syntetickych kanabinoidi [141].
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Slouceniny Zastupci

Enzymy proteasy, lipasy, nukleasy, dextranasa, gluk6zooxidasa,
amyloglukosidasa

Bisbiguanidy chlorhexidin, octenidine

Kvartérni amoniové cetylpyridinium chlorid, benzalonium chlorid

slouceniny

Fenoly thymol, 4-hexylresorcinol, 2-fenylfenol, eukalyptol, listerine

Fluoridy fluorid sodny, monofluorofosfore¢nan sodny, fluorid cinaty,
aminfluorid

Ionty kovu méd’, zinek, cin

Oxida¢ni ¢inidla peroxidy

DalSi antiseptika jod, povidone iodine, chloramin-T, chlornan sodny, hexetidin,
triklosan, salifluor, delmopinol

Tab. 4: U¢inné latky prostiedki ustni hygieny. Pievzato z Balagopal S, Arjunkumar R.
Chlorhexidine: The gold standard antiplaque agent. Journal of Pharmaceutical Sciences and
Research. 2013;5:270-4. [142]

Chlorhexidin diglukonat (CHX) patii, pro své baktericidni ucinky proti G-pozitivnim, G-
negativnim bakteriim a kvasinkdm, mezi Siroce uzivané chemoprofylaktikum, a je ,,zlatym
standardem* pti 1é¢b€ onemocnéni parodontu [142]. Vyplach st 10 ml 0,2 % roztokem CHX
vedl k potlaceni tvorby novych deposit plaku, zaroven doslo k poklesu ve sliné obsazenych
bakterii o 80-90 %, po ukonceni terapie doslo k obnoveni plaku a objemu bakterii ve sliné na
puvodni hodnoty béhem 48 hod. [143]. Adsorp¢ni schopnost CHX k aniontovym substratim
(hydroxyapatit, pelikula, glykoproteiny obsazené ve sling¢ a sliznice) zajistuje postupné
uvolniovani uéinné latky az po dobu 24 hod. [143]. Ve srovnani s placebem ma pouziti CHX u
mechanického odstranéni biofilmu v ramci terapie parodontitis jako je scaling a root planing
spise dopliikovy charakter [144]. Jako vyhodné se jevi doplitkové pouziti Gistni vody s CHX u
pacientu s fixnim ortodontickym aparatem, kde bylo dosazeno zlepSeni gingivitidy, kontroly
plaku a zmenseni sondaze [145]. Nevyhodou dlouhodobého uzivani CHX je Zlutohnédé
zabarveni zubil (lze odstranit profesionalnim ¢isténim), ptechodné ovlivnéni vnimani chuti a

hotka piichut [143].
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2.2.7. Terapie parodontitis

Hlavni cil parodontologické 1écby spodiva v mechanickém odstranéni biofilmu a zubniho
kamene ze subgingivalniho prostiedi bud’ ru¢nimi nastroji, nebo ultrazvukovymi pfistroji,
provadénym chirurgicky nebo nechirurgicky, spolu s pfisnym rezimem kontroly plaku jak
béhem samotné 1écby, tak i v navazujicich kontrolnich navstévach. I kdyz je zndmo, ze uplné
odstranéni subgingivalniho plaku a zubniho kamene je neredlné, zvlasté¢ kdyz se zvétSuje
hloubka parodontalnich chobotl, pfesto lze ocekavat, Ze vétSina pacient s chronickou
parodontitidou bude Gspésné€ po chirurgické i nechirurgické parodontalni terapii udrzovana ve

stabilizovaném stavu [146].

Cetné studie prokazaly srovnatelnou uéinnost pouziti ruénich nastroji a ultrazvukovych
ptistroju pii scalingu a root planingu. PouZiti ultrazvuku je ve srovnani s manualnim
odstranovanim zubniho kamene 0 20-50 % rychlejsi [147, 148]. V zavislosti na anatomii

osetfované oblasti a odolnosti zubniho kamene je nékdy potfeba vyuzit oba ptistupy.

20-30 % pacientu dostate¢né nereaguje kvuli riznym rizikovym faktorim [105] na konvenéni
1é¢bu [149]. U téchto pacientd je mozné s vyhodou vyuzit podptrné antibiotické 1é¢by. Diky
rozvoji novych vySetfovacich metod jako je naptiklad sekvenovani genu 16S rDNA, je
Vv dnesni dobé mozné urcit slozeni oralniho mikrobiomu a zacilit na znamé periopatogeny.
Nevyhodou antibiotické 1écby je fakt, Ze bakterie jsou v dutiné Gstni pfitomny ve formé
biofilmu, ktery az 500 zhorSuje penetracni schopnost antibiotik [150]. Testovani citlivosti
periopatogend viaci antibiotikim muze byt piinosné a poskytnout 1ékafi urcité voditko [151].
Tuto sluzbu vSak nabizi jen velmi malo laboratofi. Pfesnost testovani citlivosti je dale ptimo
zavisla na odbéru reprezentativniho vzorku a ochrané tohoto vzorku pted oxidaci, a to jak pfi
odbéru, tak pti prepravé do laboratote, vzhledem k tomu, ze vétSina parodontalnich patogenta
je striktné anaerobnich, coz znesnadnuje jejich kultivaci. V soucasné dobé je 1ékem volby na
zaklad¢é empirického pouziti i klinického testovani mensiho rozsahu kombinace amoxicilinu
(250-500 mg) a metronidazolu (250-500 mg) podavana tiikrat denn¢ po dobu 7 az 10 dnt
[152, 153] .

Adekvatni kontrola plaku, stejné jako odstranéni bakterii, zubniho kamene a granula¢ni tkané
mechanickymi nastroji pfedstavuje €inny piistup ke snizeni znamek zanétu ve vétsing piipada
chronické parodontitidy. Vzhledem k multifaktorialni povaze parodontitis, si vSak zubni 1ékati
musi byt védomi lokalnich i systémovych rizik, které miZzou negativné piispivat K prab¢hu

onemocnéni a k hojeni parodontu. Proto je diagnostika chronické parodontitidy v raném stadiu
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a vyhodnoceni kazdého mozného rizikového faktoru zésadni pro dlouhodobé udrzeni

parodontalniho zdravi.
2.2.7.1.Vliv CBD na tvorbu prozanétlivych cytokinu buiikami imunitniho systéemu

Orélni mikrobiom je personalizovany a spektrum virulentnich komponent jednotlivych kment
bakterii neni identické. V mechanistickych studiich je nejcastéji pouzivanou virulentni
komponentou lipopolysacharid z P. gingivalis, lipidicka slozka vné&jsi bakterialni membrany.
LPS je virulentni komponentou vSech oralnich anaerobnich patogent. Studie u¢inkii CBD na
tkan¢ parodontu byly pfevazné provadény na bunécnych kulturach lidskych gingivalnich
fibroblastu, keratinocytd, fibroblasti periodontalnich ligament, mesenchymalnich kmenovych
bun¢k a monocytl intoxikovanych LPS. Byly sledovany u¢inky koncentrace a doby inkubace
CBD na Zivotnost testovanych bunék a potlaceni produkce prozanétlivych faktort po LPS
stimulaci. Vysledky nékolika recentnich studii jsou uvedeny v Tab. 5. Po 1-6 dnech inkubace
samotnym CBD s gingivalnimi fibroblasty doslo ke zvySeni produkce fibronektinu a exprese
TGF-B (transforming growth factor ) s poklesem aktivity matrixovych metaloproteinas [154].
Vysledky studie ukézaly, Ze aplikace CBD by mohla pozitivné ovlivnit regeneraci pojivové
tkan¢ parodontu. Na druhé strané¢, kombinace CBD s LPS ma imunosupresivni vliv [93, 155-
160].

K vyvolani parodontitidy u laboratornich zvifat je pouzivana fada metod a pfistupt [161].
Napimoga et al. testovali markery parodontitidy vyvolané tenzidem Tween 80 (polysorbat 80)
na modelu ligatury molaru [162]. Po dobu 30 dnti bylo laboratornim potkantim i.p. aplikovano
5 mg/kg CBD rozpusténého ve vehikulu (2% Tween 80 ve fyziologickém roztoku) nebo Cisté
vehikulum jako placebo. Oproti placebu, CBD zpomalil ubytek alveolarni kosti redukci
produkce ligandy RANKL/RANK receptoru-aktivatoru NF-xB. Dale doslo ke zpomaleni

migrace neutrofildi a tvorby prozanétlivych cytokint IL-18 a TNF-a.
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Typ Koncentrace a doba Sledované Vychozi forma Lit.
bunky inkubace s CBD a LPS markery CBD
(kultivace)
GF* (PBK) | 0,01-30 uM CBD; 24-144 1TGF-B, 1 mg/ml, metanol | [154]
hod. tfibronektin,
IMMP-1, | MMP-
2
GMSC” 5 uM CBD; 24 hod. | exprese 0,1 % v DMSO [163]
(PBK) prozanétlivych
genll
TIGK” 1,0 ug/ml CBD +0,1 | |IL-6, |IL-8, |IL- | 1,0 mg/ml, metanol | [93]
(BL) ug/ml LPS; 20 hod. 12, |TNF-a
PBMC* | CBD stimulované PBMC |TNF-a per os davka 30 mg | [155]
(PBK) + 1,0 ug/ml LPS; 48 hod. rozpustného CBD.
Po 90 min. izolace
PBMC
MMF (BL | preinkubace 10, 30, 100 a JTNF-a Cremophor/etanol/ | [160]
RAW 300 uM CBD; 0,5 hod., + kultivaéni médium
264.7) 1,0 pg/ml LPS; 4 hod. (1:1:18)
PBMC 0,5,1,5a10 uM CBD + JIL-1B, JIL-6, neuvedeno [159]
(PBK) 10 ng/ml LPS; 22 hod. | |IL-10, | TGF-B1
MSC” 3 uM CBD + 10 pg/ml Beze zmény IL-2, | 0,01% v etanolu [158]
(PBK) LPS; 48 hod. IL-5, IL-6, IL-18,
TNF, VEGF, IGF,
TGF-B
MMF (BL | preinkubace 2,5 a5 uM 1 IL-10, 0,1% v DMSO [157]
RAW CBD; 2 hod. +10 pg/ml | | Nrf2, [iNOS,
264.7) LPS; 24 hod. |TLR4,
INF-«B
MONO 10,6 uM CBD + 1,0 | IL-8, |IL-6, neuvedeno [156]
(BL U937) ug/ml LPS; 24 hod. | TNF-a

Tab. 5: U¢inek CBD na LPS indukovanou expresi prozanétlivych markeri u nékterych
typu bunék. Prevzato z Jirasek P, Jusku A, Simanek V, Frankova J, Storch J, Vacek J.
Cannabidiol and periodontal inflammatory disease: A critical assessment. Biomed Pap Med
Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub. 2022;166(2):155-60. [48]

“Buiiky byly izolovany z tkani zdravych dobrovolnik@i; PBK, primarni bunééna kultura; BL,
bun&nd linie; GF', humanni gingivélni fibroblasty; GMSC”, humanni mezenchymalni
kmenové buriky gingivy; TIGK", humanni gingivalni keratinocyty; PBMC”, periferni krevni
mononukledrni bunky; MMF (RAW 264.7), bunétna linie mySich makrofagti;, HMSC,
humanni mesenchymalni kmenové buitky; MONO(U937), buné¢na linie monocytt.
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2.2.7.2.Pilotni klinické studie o ucinku CBD na chronicky zanét a regeneraci

parodontu

Vyvoj piipravki Gstni hygieny (pasty, Gstni vody, zubni gely) obsahujicich CBD vychazi z jeho
v tradi¢ni/komplementarni medicing. U¢inky CBD na zanétliva onemocnéni gingivy a
parodontu byly vétSinou studovany, s vyjimkou nékolika experimentli na laboratornich
zvifatech, na primarnich bunéénych kulturach nebo bunéfnych liniich [164]. Jednim
z potencionalnich mechanismi terapie parodontitis je ucinek kanabinoidi na zvySeni
endogennich ligandi EKS [165]. Lécba fytokanabinoidy proto muze upregulovat hladinu
anandamidu, kjehoz zvySeni dochazi v mistech poranéni. Anandamid dale zvySuje
fibroblastickou proliferaci a podporuje hojeni tkani [166]. Na pacientech byly realizovany
pouze 2 pilotni studie. Cilem prvni studie bylo ovéfit in vitro antimikrobialni Géinky
kanabinoidi, CBD, CBC, CBN, CBG a kanabigerolové kyseliny (CBGA), ve srovnani se
zubnimi pastami Oral B a Colgate [167]. Pacienti (v€k 1845 rok, n=60) byli rozdéleni podle
DPSI (Dutch periodontal screening index) do 6. skupin (n=10). Po 24 h kultivaci bakterii, z
plaku odebraného jednotlivym subjektlim, na agarovych plotnéach, potfenych 12,5% roztokem
kanabinoidu nebo zubni pastou, byl podle poc¢tu kolonii baktericidni Gc¢inek kanabinoidd
statisticky vyrazné lepsi neZz u komerc¢nich past. Stejni autofi publikovali studii, ve které
srovnavali baktericidni efekt Ustnich vod obsahujicich 1% CBD nebo CBG (bez fluoridu a
etanolu) s 0,2% chlorhexidin diglukonatem nebo ustni vodou obsahujici esencialni oleje a
etanol [168]. Pacienti ve véku 18-83 rokd (n=72) byli rozdéleni podle DPSI do 3 skupin.
Hodnoceni ustnich vod podle poctu kolonii po 24 hod. kultivaci ukdzalo na srovnatelny
baktericidni u¢inek CBD/CBG s chlorhexidin diglukonatem. Nicméné, autofi obou studii
nehodnotili, které druhy bakterii v koloniich pfezily a zda nedoslo k naruseni ekologie ustni

mikrofléry ve prospéch patogennich bakterii.
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2.2.8. CBD a jeho anxiolytické ucinky ve vitahu ke strachu ze zubniho oSetieni

Krom¢ vyse zminénych antibakterialnich a protizanétlivych u¢inka potencialné vyuzitelnych
pfi terapii zubniho kazu a chronické parodontitidy se nadéjné jevi i anxiolytické ucinky CBD
pfi potlaceni strachu ze zubniho oSetfeni. Strach ze zubniho oSetfeni je definovan jako
negativni reakce na skutecnou nebo domnélou hrozbu nebo obava z budouci hrozby spojena se
zubnim oSetfenim nebo prostfedim zubni ordinace. Jedna se o nejcastéjsi psychologicky stav
pozorovany ve stomatologii, ktery postihuje 10-20 % détské populace a zahrnuje fadu
fyziologickych, psychologickych a behavioralnich reakci [169]. Postupy, které byly vyvinuty
pro zvladani strachu ze zubniho oSetieni, zahrnuji nefarmakologické ptistupy, jako je 1.
navazani dobré komunikace a vztahu mezi zubatfem a pacientem, 2. systémova desenzibilizace
3. hypnoza 4. kognitivn¢ behavioralni terapie — typ psychologické terapie zaméfené na
odstranéni negativnich myslenek spojené s uzkosti a strachu ze zubniho oSetfeni a 5.
farmakologické intervence, jako je intravenodzni sedace, inhala¢ni sedace, lokélni a celkova
anestezie [49]. Nékteré dukazy nasvédcuji tomu, ze CBD mize za urcitych podminek pfi
stfednich davkach snizit uzkost [170]. Randomizovana klinicka studie se 120 zdravotnickymi
pracovniky nasazenymi v prvni linii, ktefi peCovali 0 pacienty s COVID-19, prokazala zlepsené
skore uzkosti, deprese a emoc¢niho vycerpani u téch, ktefi uzivali perordlné¢ CBD (150 mg
dvakrat denné po dobu ¢tyt tydnl) spolu se standardni péci, ve srovnani s témi, Kterym se
dostavalo pouze standardni péce [171]. U péti pacientit ze skupiny uzivajici CBD doslo k
vyskytu vaznéjSich vedlejsich u¢inkt (4 — zvyseni jaternich enzymt, 1 — 1ékovy exantém).
Studie byla taktéz limitovana jejim provedenim (nebyla dvojité zaslepend a chybéla placebem
kontrolovana skupina).

Pacienti a uzivatelé CBD povazuji tuto latku za prostfedek ke zvladani uzkosti [172]. Nicméné
terapeuticky ptinos CBD pro 1é¢bu tzkosti nebyl dosud dostatecné podpoien vysledky z

randomizovanych klinickych studii.
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2.2.9. Kritické posouzeni

Pro hodnoceni protizdnétlivého uc¢inku CBD v dutin€ Ustni sehrava klicovou ulohu nejenom
jeho pusobeni na tkané parodontu, ale také interakce CBD s oralnim mikrobiomem, resp.
bakterialnim osidlenim subgingivalniho prostoru. Zasah CBD do vzajemné komunikace
(interplay) mezi G*/G™-bakteriemi a bufikami parodontu (v¢. bunék imunokompetentnich)
muze vést k prokazatelnému protizdnétlivému ¢i cytoprotektivnimu tc¢inku. Pfi interpretaci
imunosupresivni ptisobeni. CBD muiZe oslabit imunitni systém parodontu a zabranit eliminaci
periopatogeni. Prechod akutni faze bakterialni infekce do chronické muiZze nastat predevsim
pii dlouhodobé aplikaci CBD. Dale, CBD je exogennim ligandem CB receptoru. Aktivace EKS
nejenom ze iniciuje protizanétlivou reakci prostfednictvim CB2 receptoru, ale také celkové
zasahuje do vysoce personalizovaného EKS parodontu ¢i jinych tkani. Konkrétné je znamo, Ze
CBD zpomaluje hydrolyzu endogennich kanabinoidd. Pozitiva a/nebo negativa tohoto zasahu
do EKS jako celku (holisticky pohled) nejsou dostatecné prozkoumany. TaktéZ nejsou
k dispozici poznatky o interakci CBD s komponentami slin, coz by mohl byt jeden z dalSich
vyzkumnych cilit do budoucna. CBD vykazuje pleiotropni plisobeni a jeho Gi€inek na jednotlivé
signalni drdhy a procesy parodontu/slin bude siln¢ ovlivnén tim, zda bude podan jako
profylaktikum nebo bude aplikovan v prubéhu jiz rozvinutého zanétu. Taktéz vyznamnou
ulohu bude sehravat aplikovana davka, a to 1 s 0hledem na slozeni ordlni mikroflory a doposud
nedostate¢né prozkoumané antimikrobidlni aktivity fytokanabinoidd viici G™-baktériim. CBD
je latka vykazujici bifazicky ucinek. Aplikované koncentrace CBD ve vySe popsanych
experimentech nemusi odpovidat koncentracim, které mohou byt (nebo bézn¢ jsou) topicky
aplikovany v klinické praxi nebo ve formé prostredkil Gistni hygieny. Jako zasadni krok pro
dalsi pochopeni tlohy CBD v zanétu parodontu bude design a realizace plnohodnotnych
klinickych studii. Interven¢ni placebem kontrolovand randomizovana klinickd pozorovani
doposud zvefejnéna nabyla a piedstavuji hlavni vyzvu, pokud jde o redlné hodnoceni
vyuzitelnosti CBD v profylaxi a 1é¢bé zanétu parodontu. Pro provedeni klinickych studii je
dilezité, aby byl podavan Cisty, synteticky pfipraveny CBD nikoli extrahovany CBD, kde je
vzdy riziko kontaminace dalSimi latkami, nebo komplexni rostlinné extrakty. Krom& CBD,
disponujeme minimalnimi znalostmi o protizanétlivém plsobeni a interakci dalSich
nepsychotropnich fytokanabinoidl s parodontem. TaktéZ chybi informace o analgetickém

ucinku CBD na tkdné dutiny Gstni.
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Tyto poznatky vedly k realizaci hodnoceni antimikrobialnich G¢inkt CBD in vitro a provedeni
randomizované dvojit€¢ zaslepené placebem kontrolované klinické studie zamétfené na

protizanétlivé pisobeni CBD na tkané parodontu, jejiz vysledky jsou prezentovany dale.
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EXPERIMENTALNI CAST
3. Preklinicka studie

Testovani antimikrobialnich wcinki nepsychotropnich kanabinoidi na vybranych

oralnich bakteriich in vitro

3.1.Metodika

Testované kmeny:
Streptococcus mutans CCM 7409
Porphyromonas gingivalis CCM 3985
Lactobacillus acidophilus CCM 4833
Lactobacillus casei CCM 1825
Aggregatibacter actinomycetecomitans CCM 4688
Eikenalla corrodens CCM 5985

Kmeny byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismi, Brno (CCM)

Testované extrakty a substance
CBD a CBG byly ptipraveny syntetickou cestou (99 % cistota) a spole¢né¢ s CBD-E a CBG-E
extrakty (Hemp Flavouring Preparation (THC-Free) — 50 % CBD type, CSF2019/021-1; Hemp
Flavouring Preparation (THC-Free) — 50 % CBG type, CSF2019/020) dodany firmou CBDepot
s.r.0. (Teplice, Ceska republika).

CBD-E sloZeni: CBD 47,00-49,00 % (w), kanabidivarin (CBDV) 0,30-0,70 %, CBD-C4
0,05-0,20 %, CBG 1,00-2,00 %, CBG-C3 0,01-0,35 %, CBG-C4 0,01-0,02 %, CBC 0,01-
0,02 %, CBN <0,005 %, A9-THC <0,005 mg/g smési.

CBG-E sloZeni: CBG 47,00-49,00 % (w), CBG-C3 0,50-1,50 %, CBG-C4 0,05-1,00 %, CBD
0,05-5,00 %, kanabidivarin (CBDV) 0,00-0,07 %, CBD-C4 0,00-0,02 %, CBN <0,005 %, A9-
THC <0,04 mg/g smési. CBC a CBN byly syntetizovany dle jiz diive zavedeného protokolu
[81]. Chlorhexidin diglukonat (C9394) byl zakoupen od firmy Merck (Darmstadt, Némecko).
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Kultiva¢ni médium

Wilkins-Chalgren agar (WCHA; HiMedia, Bombaj, Indie), se 7 % ovéich erytrocyti a
vitaminem K (0,001 mg/ml) byl pouzit pro kultivaci vSech mikrobd vyjma laktobacild. MRS
agar (Oxoid, Basingstoke, UK) byl pouzit pro kultivaci laktobacild.

Pro S. mutans a P. gingivalis byla pouzita mozko-srdcova infuze (BHI, Oxoid, Basingstoke,
UK) obohacena vitaminem K (0,001 mg/ml) a heminem (5 mg/ml) — BHI+kh.

Pro L. casei, L. acidophilus, E. corrodens, A. actinomycetecomitans byla pouzita mozko-
srdcova infuze (BHI, Oxoid, Basingstoke, UK).

Citlivost vybranych mikrobi k testovanym substancim byla ovéfena modifikaci mikrodilucni
metody dle Clinical and Laboratory Standards Institute [173]. Po sérii optimaliza¢nich pokust
bylo v ptipadé P. gingivalis Brucella growth medium nahrazeno BHI+kh pro lepsi rast kultury
[90].

Redéni extrakti

Z jednotlivych extraktd a substanci byly fedénim v dimethylsulfoxidu (DMSQ) ptipraveny
zakladni pracovni roztoky. Tyto pracovni roztoky pak byly dale fedény ptisluSnym kultivacnim
tekutym médiem tak, aby podil DMSO byl minimalné 1:100 a neinhiboval tak rlist mikrobi.
Sériovym fedénim, ftedici faktor 1:2., pak byly pfipraveny pozadované koncentrace
jednotlivych substanci. Nasledné bylo 135 ul kazdého fedéni napipetovano do pfislusnych
jamek 96 jamkové mikrotitraéni desticky ztvrzeného polystyrenu s kulatym dnem (Gamma

Group a.s., Ceské Budgjovice, Ceska republika).
Piiprava inokula

Z Cerstvych kultur testovanych kmenti na WCHA event. MRS agaru, byly ptfipraveny suspenze
v BHI/BHI+kh. Jednotlivé jamky s nafedénymi extrakty byly inokulovany 15 ul ptipraveného
inokula tak, aby vysledna koncentrace bakteridlnich buné&k byla 5x10° CFU/m.

V piipadé S. mutans (24 hod.) (Obr. 12) a P. gingivalis (60 hod.) (Obr. 11) probihala inkubace
v Anaerobic Work Station (Ruskinn Technology, York, UK) s anaerobni atmosférou (80 % No,
10 % CO2 a 10 % Hy) pti 37 °C. Ostatni mikroby byly inkubovany pii 37 °C v inkubatoru CO-
(Sanyo, Moriguci, Japonsko) v atmosféte s 5 % CO> po dobu 48 hod.
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Metodika hodnoceni

V jednotlivych jamkach mikrotitraéni desticky byl sledovan rast mikroba, ktery se projevil
zakalem média nebo jako sediment na dn¢ jamky mikrotitraéni destiCky. Pfi inhibici ristu

mikroba ziistalo médium ciré, bez viditelné sedimentace nebo zakalu.

cvwr

substance, pii které nebyl pozorovany rist mikroba.

Stanoveni MIC jednotlivych substanci bylo u testovanych mikrobti provedeno ve tiech

nezavislych experimentech, v kazdém se tremi opakovanimi.
Kontrola sterility média a kontrola ristu

Sterilita média byla kontrolovana ptenesenim 150 ul BHI/BHI+kh do tii jamek mikrotitracni
desticky. Tfi jamky na pfislusné desti¢ce obsahujici pouze 135 pl BHI/BHI+kh a 15 pl

ptipraveného inokula slouzily jako kontrola ristu u piislusnych testovanych mikrobt.
Kontrola kontaminace

Po odectu MIC byl obsah jamek s nejvy$si koncentraci pfisluSné substance a s viditelnym
mikrobidlnim riistem vyockovan na WCHA. Stejné bylo vyockovano samotné inokulum. Po
48 hod. (S. mutans) ¢i 14 dnech (P. gingivalis) inkubace v anaerobni atmosféfe byla hodnocena
Cistota narostlé mikrobidlni kultury. U ostatnich testovanych mikrobl probihala inkubace
s 5% CO2 po dobu 48 hod. Pfitomnost dals§iho mikroba byla hodnocena jako kontaminace a

vysledek byl povazovany za nevalidni.

Kultivace mikroorganismi a méfeni MIC bylo provedeno ve spolupraci s prof. MUDr.
Filipem Rizi¢kou, Ph.D. a Danielem Diabelkem - Mikrobiologicky ustav, Lékaiska

fakulta, Masarykova univerzita, Brno.
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Obr. 11: MIC P. gingivalis. Foto: prof. MUDr. Filip Ruzicka, Ph.D., Mikrobiologicky
ustav, Lékaiska fakulta, Masarykova univerzita, Brno.
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Obr. 12: MIC S. mutans. Foto: prof. MUDr. Filip Ruzic¢ka, Ph.D. Mikrobiologicky ustav,

Lékatska fakulta, Masarykova univerzita, Brno.
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4. Klinicka studie
4.1.Design klinické studie

Studie byla provedena na zakladé souhlasu Etické komise Fakultni nemocnice Olomouc (¢islo
jednaci: 36/20) a registrovana v mezinarodni databazi ClinicalTrials.gov pod identifikatorem
(NCT05498012). Tato randomizovana placebem kontrolovana studie byla provedena v souladu
se smérnicemi Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT) [174] a Helsinskou

deklaraci z roku 1975, revidovanou v roce 2013 [175]. CONSORT diagram studie je uveden
na (Obr. 13).
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Nibor pacienti

CONSORT
schéma studie

Posouzeno z hlediska
zpusobilosti (#=95)

Randomizace (n=91)
-7 den studie, 1. navitéva

Vyfazeno (1=4)
Nesplnilo kritéria studie (=4)

\
Alokace

N

Pacienti odstupujici ze studie
(=1)

Den 0. 2. navstéva

y

Alokace do skupiny A

Alokace do skupiny B (CBD)

Alokace do skupiny C (aktivni

(placebo) S 75 : kompartor)
OSetieni — dentilni gel, zubni Qiptent ‘dg“a’n; Ogel’ Znput OSetéeni — dentilni gel, zubni
pasta (n=30) DAt (nieil) pasta (7=30)
|
Kontrola

Den 14, 3. navstéva

OSetfeni — dentalni gel (#=30)

Ofetfeni — dentalni gel (#=30)

Ofetfeni — dentilni gel (#=30)

[
Kontrola

Den 28, 4. navstéva

W

Osetfeni — dentalni gel (#=30)

Osetfeni —dentilni gel (#=30)

Ofetfeni — dentalni gel (#=30)

I

Kontrola

\

Den 56, 5. navstéva

Vi

v

Nedostavil se na posledni
kontrolu (#=2)

Nedostavil se na posledni
kontrolu (#=0)

Nedostavil se na posledni
kontrolu (n=1)

l

v

Analyza

y

Analyzovano (7=30)
Vyfazeno z analyzy (#=0)

Analyzovano (#=30)
Vyfazeno z analyzy (#=0)

Analyzovano (#=30)
Vyfazeno z analyzy (#=0)

Obr. 13: CONSORT schéma.
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4.1.1. Studovand populace

Nabor pacienti (Tab. 6) probihal od listopadu 2020, studie byla ukoncena v Ginoru 2022.

Jednalo se o subjekty z fad pacienti Kliniky zubniho 1ékaistvi Fakultni nemocnice Olomouc.

Proménné? Skupina A (n=30) | Skupina B (n=30) | Skupina C (n=30) | p-hodnota
Vék (roky) 52 + 8 (36-65) 55 + 8 (36-65) 51 + 10 (36-65) 0.833°
Polet zubi 25425 25+26 25+£27 1.000°
Pohlavi (Zeny %) | 53 60 57 0.963°

Tab. 6: Charakteristika pacienta. *primér = SD (rozmezi); "ANOVA; ‘Fisheriv piesny test.
4.1.2. Vstupni kritéria

Muzi a zeny ve véku 35-65 let s poctem vlastnich zubli >16 a diagndzou parodontitis chronica,

kteti podepsali informovany souhlas.

4.1.3. Vylucovaci kritéria
Chronickd onemocnéni (diabetes mellitus, onkologické onemocnéni), zvySena krvacivost
(medikace - antikoagulancia, antiagregancia; hemoragické diatézy), téhotné a kojici Zeny,
kufaci, uZivatelé konopi ¢i konopnych produktli, syst¢tmova ATB v poslednich 3 mésicich,
paralelni i¢ast na jiné klinické zkousce, celkovy pocet stalych protezanych zubii mensi nez 16
(min. 4/kvadrant), pacient se snimatelnou nahradou, pacient s ortodontickym aparatem,

mentélni hendikep.

4.1.4. Odhad velikosti vzorku
Na zaklad¢ pilotniho méfeni jsme piedpokladdali zmény parodontdlnich indext ve tiech
nezavislych skupinach (napt. primérna zména (0—7 dni) ve skupin€ A - sniZeni indexu MGI
o 0,08, ve skupiné B sniZeni o 0,2, ve skupin€¢ C sniZeni indexu MGI v priméru o 0,08),
smérodatnou odchylku méfeni 0,14, RMSSE (root-mean-square standardized effect) = 0,495.
Ptedpokladali jsme type I error rate (o) = 0,05 a silu testu (power) = 0,8. Pozadovana velikost
vzorku za téchto podminek je minimalné 21 pacienti v kazdé skupiné (Tab. 7). Kvili
predpokladanému pouziti neparametrickych metod byla velikost vzorku navysena o 10 %. Do
kazdé skupiny je tfeba nabrat minimalné 23 pacientd. Vzhledem k ptedpokladanému
odstoupeni ¢asti pacientli ze studie bylo nakonec rekrutovano a alokovano 90 pacienti, 30 do

kazdé skupiny.
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Jednofaktorova analyza rozptylu
(ANOVA)
Hodnota

Pocet skupin 3,0000
RMSSE 0,4949
Type | Error Rate (Alpha) 0,0500
Power Goal 0,8000
Actual Power for Required N 0,8063
VyZzadovana velikost vzorku (N) 21,0000

Tab. 7: Odhad velikosti vzorku. Spocitaino programem TIBCO STATISTICA verze
13.4.0.14.

4.1.5. Randomizace, shér a zpracovdni dat

Pro zafazeni do studie byl potiebny podepsany informovany souhlas pacienta. Informace o
prubéhu studie byly pacientovi sdéleny ustné i pisemné. Po splnéni vstupnich kritérii byli
pacienti zatazeni do studie a bylo jim pfidéleno identifika¢ni ¢islo. Zafazeni do skupiny A, B
nebo C bylo provedeno pomoci randomizace (velikost bloku — 30 pacientt). Clen personalu,
ktery se nepodilel na vySetfeni nebo 1écbé pacientli, pfedal pacientim postupné ocislované
nadoby se zkoumanymi piipravky. SloZeni placebo dentalniho gelu/zubni pasty bylo vyrobeno
tak, aby co nejvice pfipominalo CBD gel/zubni pastu a pozitivni kontrolu Corsodyl gel.
Vsechny zubni pasty a gely byly baleny v identickych lahvickach. Ugastnici i zkousejici byli
zaslepeni ohledné skupiny. Jakmile byla studie dokonc¢ena a soubor dat byl uzamcen, doslo

k odtajnéni oznaceni zubnich past/gelt.
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4.1.6. SloZeni dentalnich gelit a past
Skupina A (placebo): Placebo dentalni gel (bez CBD): Karbomer, Glycerin, Skvalan,
konzervant, Voda. Placebo zubni pasta (bez CBD): Sorbitol, Glycerin, Silica, Xylitol,
Capryloyl/Caproyl Methyl Glucamid, Lauroyl/Myristoyl Methyl Glucamid, PEG-2, IPM,
Hydroxyethylcellulose, Xanthanova guma, konzervant, Voda.
Skupina B (CBD skupina): CBD dentalni gel: Karbomer, Glycerin, Skvalan, konzervant, Voda,
CBD = kanabidiol (1.00 %). CBD =zubni pasta: Sorbitol, Glycerin, Silica, Xylitol,
Capryloyl/Caproyl Methyl Glucamid, Lauroyl/Myristoyl Methyl Glucamid, PEG-20, IPM,
Hydroxyethylcellulose, Xanthan Gum, konzervant, Voda, CBD = kanabidiol (1.00 %).
Skupina C (aktivni komparator): Corsodyl 1 % chlorhexidine digluconate dentalni gel
(GlaxoSmithKline). Placebo zubni pasta: Sorbitol, Glycerin, Silica, Xylitol, Capryloyl/Caproyl
Methyl Glucamid, Lauroyl/Myristoyl Methyl  Glucamid, PEG-20, IPM,
Hydroxyethylcellulose, Xanthanovéa guma, konzervant, Voda. VSechny dentélni gely a pasty
ve variantach placebo a CBD byly pfipraveny firmou CB21 Pharma s.r.o. (Brno, Ceska
republika).

4.1.7. Primarni a sekundarni cile klinické studie

Primarnim cilem bylo provéfit G¢inek CBD na hodnoty nasledujicich hygienickych,
gingivalnich a parodontalnich indexi: Russelliv parodontalni index (Russell's periodontal
index - PI) [176], plakovy index (plaque index - PLI), gingivalni index (gingival index - GlI)
[177-179], index krvacivosti gingivy (gingival bleeding index - GBI) [180] a modifikovany
gingivalni index (modified gingival index - MGI) [181].

Sekundarnim cilem bylo hodnotit antimikrobialni pisobeni CBD na vybrané periopatogenni
bakterie (Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia (Bacteroides forsythus), Treponema denticola, Parvimonas micra, Prevotella
intermedia, Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Eubacterium nodatum,

Eikenella corrodens, Capnocytophaga sp.).
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4.1.8. Lécebny protokol
Pfi 1. navstévé (den -7)
1) Odbér anamnézy (osobni, farmakologickd a alergologicka anamnéza - dle
vstupnich/vylucovacich kritérii).
2) Zhotoveni OPG snimku.

3) Russelltiv parodontalni index.

4) Odbeér sulkularni tekutiny z parodontalniho chobotu pro mikrobiologickou analyzu (A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola, P. micra, P. intermedia, F.
nucleatum, E. nodatum, E. corrodens, C. rectus, Capnocytophaga sp.).

5) Odstranéni zubniho kamene (ultrazvuk) a plaku, vyplach H2O».
6) Odbér vzorku gingivy k histopatologickému vySetfeni.

7) Hygienicka instruktaz — ptedani sady na ustni hygienu.

Pacientovi, ktery splioval kritéria pro pfijeti do studie, byl odebran vzorek sulkularni tekutiny
z parodontalniho chobotu k detekci periopatogeni, odstranén zubni kamen a plak a
vyplachnuty parodontalni choboty 3% H202. Byl odebran vzorek gingivy k
histopatologickému vysetieni. Dale byl pacient seznamen s technikou spravného ¢isténi zubti
Zubnim/mezizubnim kartackem (2x denn¢ po dobu nejméné 3 min.). Pacient obdrzel zubni

karta¢ek Curaprox Supersoft a sadu mezizubnich kartackd Curaprox.

P¥i 2. navstéveé (den 0)
1) Alokace pacientd do skupin (skupina A, B, C).

2) Russelltiv parodontalni index (Russell's periodontal index - Pl) [176], plakovy index
(plaque index - PLI), gingivalni index (gingival index - Gl) [177-179], index krvacivosti
gingivy (gingival bleeding index - GBI) [180] a modifikovany gingivalni index (modified
gingival index - MGI) [181].

3) Aplikace CBD gelu/placeba/chlorhexidin gelu do chobotli a na gingivu (5 min.

pusobenti).
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4) Ptedani 2 kust zubnich past (2x75 ml) obsahujicich CBD/placebo.

Evaluace dodrzovani ustni hygieny a diagnostika onemocnéni parodontu parodontalnim
indexem, indexy krvacivosti, a plakovym indexem. Probéhla aplikace gelu dle skupiny do

parodontalnich chobotl (doba ptisobeni 5 minut).

Pii 3. nav§téveé (den 14)
1)  Indexy - PI, PLI, GI, GBI, MGI.

2) Aplikace CBD gelu/placeba/chlorhexidin gelu do chobotli a na gingivu (5 min.

pusobenti).

Byla provedena diagnostika onemocnéni parodontu parodontalnim indexem, indexy
krvacivosti, a plakovym indexem. Probé¢hla aplikace gelu dle skupiny do parodontalnich

chobotil (doba ptsobeni 5 minut).

Pii 4. nav§tévé (den 28)
1) Indexy —PI, PLI, GI, GBI, MGI.

2) Odbér sulkularni tekutiny z parodontalniho chobotu pro mikrobiologickou analyzu (A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola, P. micra, P. intermedia, F.
nucleatum, E. nodatum, E. corrodens, C. rectus, Capnocytophaga sp.).

3) Odbeér vzorku gingivy k histopatologickému vySetieni.

4) Aplikace CBD gelu/placeba/chlorhexidin gelu do chobotli a na gingivu (5 min.

pusobent).

Byla provedena diagnostika onemocnéni parodontu parodontalnim indexem, indexy
krvacivosti a plakového indexu. Byl odebran vzorek sulkularni tekutiny z parodontalniho

chobotu k detekci periopatogeni a vzorek gingivy k histopatologickému vysetieni.

53



Pii 5. nav§tévé (den 56)
1) Indexy — PI, PLI, GI, GBI, MGI.

2) Odbér sulkularni tekutiny z parodontalniho chobotu pro mikrobiologickou analyzu (A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola, P. micra, P. intermedia, F.
nucleatum, E. nodatum, E. corrodens, C. rectus, Capnocytophaga sp.)

Celkova délka 1écby byla stanovena na 56 dni.

Vsechny klinické parametry byly méfeny zaslepenym a kalibrovanym hodnotitelem.

Vsem pacientim byla po ukonceni studie poskytnuta standardni parodontologicka lécba.
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Prakticky postup odbéru mikrobiologického vzorku

Odbérové misto bylo izolovano vatovymi tampony. Nésledné byl pomoci sterilni pinzety na
dno kazdého z péti nejhlubsich parodontalnich chobotl zasunut sterilni papirovy cep, ktery zde
byl ponechan po dobu 15 sekund. Poté se ¢epy (Obr.14) s odebranymi vzorky nechaly 15 minut

susit na sterilni gaze a byly vlozeny do zkumavky a odeslany do laboratoie k analyze.
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Obr. 14: Sterilni papirové ¢epy s transportni nadobou.

Vysusené vzorky jsou stabilni béhem b&Zzného transportu kuryrni sluzbou nebo postou (tzn. asi
14 dni). Kratkodobé¢ lze stabilitu vzorku zvysit ulozenim pfti 4 °C. Dlouhodobé je nutné vzorky

skladovat pti —20 °C.

Z odebranych vzorki byla po pfijmu v laboratoti izolovana DNA za vyuziti kitu Exiprep Plus
Bacteria Genomic DNA kit (Bioneer s.r.o, Oakland, CA, USA) v automatickm izolatoru
Exiprep 16 Plus (Biooner s.r.o, Oakland, CA, USA).

Detekce bakterialni DNA probihala pomoci metodiky VariOr® Dento (GEN-TREND s.r.o.,
Rudolfov, Ceska republika). Principem je amplifikace specifickych 16S rDNA tseki
periopatogennich bakterii pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) za vyuziti DIG-UTP
znadenych oligonukleotidt (Roche, Basilej, Svycarsko). Nasledné je provedena reverzni
hybridizace pomoci robotického hybridizatoru AutoBlot 3000 (MEDTEC, Hillsborough, NC,
USA): DIG-UTP znaceny PCR produkt je navazan na membranu se specifickymi sondami pro
jednotlivé bakterie a nasledné vizualizovan pomoci chemiluminiscence. Vysledny signal je

sniman za vyuziti detek¢niho pristroje ¢300 (Azure Biosystems, Dublin, CA, USA). Signaly
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pro jednotlivé bakterie jsou nasledné odecteny oproti kalibracni kiivce, ktera je pro kazdy

vzorek individualni. Citlivost dané metody je 1x10% bakterii na 1 pl sulkularni tekutiny.

Prakticky postup odbéru vzorku interdentalni papily pro histopatologické vySetieni.

Po aplikaci infiltra¢ni anestezie (Supracain 4%) byl z mista s nejvyssi hodnotou MGI odebran
vzorek interdentdlni papily, ktery byl vloZzen do odbérové nadoby HistoFOR BFS-40
(Transportni kontejner s fixacnim roztokem (40 ml), Slozeni: koncentrovany formalin,
upravena voda, fosfatovy pufr. Specifikace: 10% pufrovany formalin - obsah formaldehydu
max. 4 %, pH 6,8-7,2, dodano firmou Pro-Charitu s.r.o., Ceweny Kostelec, Ceska republika)

a nasledn¢ odeslan do laboratofe k analyze.

Vsechny vzorky lidské gingivy byly fixovany 10% formalinem a zality do parafinu. Byly
provedeny fezy 4-5 um a obarveny hematoxylinem a eosinem. Nejprve jsme analyzovali
morfologii ziskanych vzorkt: kvalitu, pfitomnost reaktivnich zmén epitelu, tvorbu
eroze/viedu/nekrozy, bakteridlni kolonie, stromalni vzhled a intenzitu zanétlivych bunék. Pro
nasledny imunohistochemicky postup byly dodrzeny protokoly vyrobce. Sklicka byla zbavena
parafinu, dehydratovdna a vystavena teplem indukovanému ziskani antigenu. Rezy byly
inkubovany se zfedénymi primarnimi protilatkami a poté se sekundarni protilatkou. Vysledky
byly interpretovany pomoci standardniho svételného mikroskopu. Nélezy byly ovéreny dvéma
nezavislymi patology z Kliniky klinické a molekularni patologie FN UP Olomouc, Ceska
republika (M.K, Z.K.), pocitajici CD3+ (T-lymfocyty; HPST-Dako, protilatkovy klon F7.2.38,
fedéni 1:100, automated system UltraView DAB kit), CD20+ (B-lymfocyty; HPST-Dako,
antibody clone L26, fedéni 1:100, FLEX systém), CD68+ (makrofagy; HPST-Dako, antibody
clone PG-M1, tfedéni 1:100, FLEX systém) a CD138+ (plazmocyty; HPST-Dako, antibody
clone MI15, fedéni 1:125, FLEX systém) imunitni buiiky pomoci mikroskopu s velkym
zvétsenim (x 400). Navrhli jsme také stupnici zanétu podle poctu zanétlivych bunék na zorné
pole s pouzitim velkého zvétSeni (x 400). Intenzita zanétlivé odpovédi byla klasifikovéana jako
minimalni (pocet imunitnich bunék do 60 na zorné pole), mirnd (pocet analyzovanych
imunitnich bunék v rozmezi 61 az 100), stfedni (fokaln€ splyvajici vrstvy zanétlivych bunék v

rozmezi 101 az 200) a tézké (splyvajici vrstvy zanétlivych bunék v poctu vice nez 200).

Histopatologicka analyza byla provedena ve spolupraci s MUDr. Mgr. Markétou
Koletkovou, Ph.D. Ustav klinické a molekulirni patologie, Léka¥ska fakulta, Univerzita

Palackého v Olomouci a Fakultni nemocnice Olomouc.
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4.1.9. Statisticka analyza
Data byla prezentovana pomoci priiméru, smérodatné odchylky (SD), medianu a minimalni a
maximalni hodnoty. Byly provedeny Shapiro-Wilkovy testy normality. Pro veli¢iny s normalni
distribuci byly pouzity parametrické testy. Pro nezavislé vzorky byla pouzita jednofaktorova
analyza rozptylu (ANOVA) s Bonferroniho korekci nebo Dunettovy post hoc testy. Pro zavisla
méfeni byla zvolena ANOVA s opakovanim s naslednymi Bonferroniho post hoc testy. Pro
veli¢iny s nenormdlni distribuci byly pouzity neparametrické obdoby téchto testd. Pro
nezavislé vzorky Kruskal-Walllisova ANOVA s post hoc testy Dunnové a pro opakovana
méteni (zavislé vzorky) Friedmaniiv test s post hoc testy pomoci Wilcoxonovych testll s
Bonferroniho korekei signifikance [182]. Kvalitativni znaky byly popsany pomoci absolutnich
a relativnich Cetnosti. Zavisla métfeni byla porovnana pomoci McNemarova testu symetrie, pro
nezavislé vzorky byl pouzit Fisheriv ptesny test. Hodnota p < 0,05 byla pfijata jako hladina
statistické vyznamnosti pro vSechny analyzy. Data byla zpracovana pomoci software I1BM

SPSS Statistics for Windows, verze 23.0. Armonk, NY, IBM Corp.

Statistické zpracovani dat bylo provedeno ve spolupraci s Mgr. Katefinou Langovou,

Ph.D., Ustav lékai'ské biofyziky, Lékaiska fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci.
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4.2. Vysledky
4.2.1. Preklinicka cast

Preklinicka c¢ast studie byla zaméfena na hodnoceni antimikrobialni aktivity fytokanabinoidi
in vitro na suspenzich P. gingivalis, S. mutans a dalSich bakterii. Ziskana preklinicka data byla
dale vyuzita jako zéklad pro provedeni klinické studie, kterd byla zaméfena na hodnoceni
ucinku CBD na potlac¢eni zanétu parodontu.

Na bunéénych suspenzich P. gingivalis a S. mutans byla dilu¢ni metodou
hodnocena MIC pro ¢&tyfi zastupce nepsychotropnich fytokanabinoida — CBD, CBN, CBC a
CBG. Dale bych hodnocen antimikrobidlni uc¢inek komplexnich smési bohatych na CBD
(CBD-E) a CBG (CBG-E). I presto, ze fytokanabinoidy vykazuji antimikrobialni aktivity
primarn¢ vuci G-pozitivnim bakteriim [90, 183], byla pozorovana jednoznaéna inhibice rustu
u anaerobni G-negativni bakterie P. gingivalis, a to primarné po aplikaci CBD (Tab. 8).
V piipadé¢ S. mutans, ktery fadime mezi G-pozitivni fakultativné anaerobni patogeny,
[184] a s experimenty provedenymi s bakterialnimi inokuly ziskanymi z plaku odebraného
jednotlivym subjektim po inkubaci S vybranymi fytokanabinoidy. Bylo zjisténo, Ze
fytokanabinoidy vykazuji statisticky vyrazné lepsi antimikrobialni G¢inek nez vybrani zastupci
komercnich zubnich past [167]. Stejni autofi publikovali studii, ve které srovnavali
antimikrobialni efekt tstnich vod obsahujicich CBD nebo CBG s chlorhexidin glukonatem.
Hodnoceni tustnich vod podle poctu kolonii ukdzalo srovnatelny antimikrobialni Uc¢inek
CBD/CBG s chlorhexidin diglukonatem [168]. U obou studii nebyly provedeny typizace
bakteridlnich izolath a v nékterych experimentech byl srovnavan ucinek fytokanabinoidl v
roztoku s finalnimi prostfedky ustni hygieny nikoliv s aktivnimi ingrediencemi téchto

ptipravk.
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V piipadé naseho testovani vzorkt CBD-E a CBG-E byly pozorovany MIC v rozsahu
2-8 pg/ml (pro P. gingivalis) a MIC=16 ug/ml (pro S. mutans). CBD-E a CBG-E vzorky
nevykazovaly synergické plsobeni jednotlivych komponent. Naopak MIC samotného CBD u
P. gingivalis byly srovnatelné s MIC, kterych jsme dosahli pro CHX (Tab. 8). Nami
pozorované MIC pro CHX se shoduji s vysledky studie [185], kde byly popsany MIC pro P.
gingivalis 2—4 pg/ml a S. mutans 1-2 ug/ml. V dalSich experimentech jsme zaméfili pozornost
na antibakterialni uc¢inky CBD vici A. actinomycetecomitans a E. corrodens, které jsou
etiologicky spojeny s parodontitis [106]. Do komparativniho testovani s CHX byly také
vybrany Lactobacillus sp. [186]. U L. casei a L. acidophilus se MIC pro CBD blizily MIC pro
CHX. Konkrétné pro L. casei byl CBD prakticky stejné G¢inny jako CHX (MIC=2—4 nug/ml).
Pro L. acidophilus byla stanovena MIC pro CBD (4-8 ug/ml) a pro CHX (2—4 pg/ml). U
ostatnich mikrobti byla G¢innost CBD v porovnani s CHX nizsi. A. actinomycetecomitans je
inhibovan v rstu vyznamné 1épe CHX (MIC=4 pg/ml) nez v ptipadé¢ CBD (MIC>128 pg/ml).
Podobné rozdily vykazovalo antimikrobidlni pisobeni CBD (MIC=16-32 ng/ml) a CHX
(MIC=2—4 pg/ml) u E. corrodens.

Testovana P. S. E. A L. L.
latka/extrakt | gingivalis | mutans | corrodens | actinomycetemcomitans | acidophilus | casei
CBG-E 4-8 16 - - - -
CBD-E 2—4 16 - - - -

CBC 16 32 - - - -
CBD 1-2 16 16-32 >128 4-8 24
CBN 8 32 - - - -
CBG 4 8 - - - -
CHX 1 1-2 24 4 24 24

Tab. 8: MIC hodnoty (ug/ml) testovanych fytokanabinoidua a extraktu (CBD-E a CBG-
E) ve srovnani s chlorhexidinem (CHX).
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4.2.2. Klinickad Cdst

Pacienti byli rekrutovani monocentricky ve tfech skupinach. Vstupni a vylucovaci kritéria jsou
uvedena v sekci 4.1.2 a 4.1.3., CONSORT diagram studie je znazornén na (Obr. 13). Pacienti
uzivali bez omezeni na denni bazi po dobu 56 dni placebo zubni pastu bez obsahu CBD
(skupina A, n = 30) a s obsahem 1 % w/w CBD (skupina B, n = 30). Ob¢ skupiny byly béhem
studie vramci kontrolni navstévy tiikrat oSetfeny dentdlnim gelem bez (skupina A) a
s obsahem 1 % w/w CBD (skupina B). Dentalni gel byl aplikovan do parodontalnich chobot
po ultrazvukovém odstranéni zubniho kamene. Tieti skupina uzivala placebo zubni pastu a byla
oSetfena dostupnym preparatem dentalni gel Corsodyl s obsahem 1 % w/w chlorhexidin
diglukonatu (aktivni komparator, skupina C, n = 30). Ve étyfech ¢asovych intervalech byly
hodnoceny parodontologické a hygienické indexy, Russeliv parodontalni index (Russell's
periodontal index, PI) [176], plakovy index (plaque index, PLI), gingivalni index (gingival
index, Gl) [177-179], index krvacivosti gingivy (gingival bleeding index, GBI) [180] a
modifikovany gingivalni index (modified gingival index, MGI) [181].

Russeliv parodontalni index nevykazoval zmény v prubéhu studie, naopak zmény byly

pozorovany pro zbyvajici sledované indexy (Tab. 9).
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Den0 0,65+0,25 0,73+0,32 0,75+0,37
Den 14 0,54+0,22 0,66+0,32 0,59+0,25
Den 28 0,55+0,20 0,54+0,33 0,57+0,29
Den 56 0,62+0,24 0,60+0,35 0,56+0,32

Den 0 0,87+0,25 1,09+0,30 0,95+0,30
Den 14 0,78+0,25 0,89+0,32 0,87+0,27
Den 28 0,79+0,25 0,74+0,29 0,82+0,27
Den 56 0,80+0,22 0,74+0,31 0,80+0,26

Den 0 0,44+0,14 0,51+0,18 0,45+0,14
Den 14 0,40+0,14 0,38+0,15 0,37+0,12
Den 28 0,38+0,14 0,30+0,16 0,36+0,10
Den 56 0,40+0,12 0,31+0,16 0,37+0,13

Den 0 1,330,20 1,42+0,25 1,37+0,22
Den 14 1,300,20 1,23+0,25 1,28+0,22
Den 28 1,28+0,19 1,11+0,28 1,24+0,20
Den 56 1,30+0,17 1,12+0,30 1264021

Den -7 3,66+1,51 4,59+1,46 3,96+1,70
Den 0 3,62+1,53 4,57+1,48 3,92+1,73
Den 14 3,58+1,57 4,55+1,50 3,89+1,76
Den 28 3,57+1,57 4,53+1,53 3,87+1,78
Den 56 3,57+1,50 4,51+1,53 3,92+1,79

Tab. 9. Zmény ve sledovanych indexech v priabéhu studie: Russelliv parodontalni index
(PI), plakovy index (PLI), gingivalni index (GI), index krvacivosti gingivy (GBI) a
modifikovany gingivalni index (MGI). Hodnota + SD. Data jsou dale znazornéna na Grafu 2.

Hodnoceni indexi — GBI: 0-1 = 0-100 %. GI: 0,1-1 (mirny zanét); 1,1-2 (stiedni zanét);
2,1-3 (tézky zanét). MGI: 0,1-1 (mirny zanét); 1,1-2 (stftedni zanét); 2,1-3 (tézky zanét). Pl:
0,3-0,9 (gingivitis); 1,0-1,9 (pocatek destruktivniho onemocnéni parodontu); 2,0-4,9
(etablované destruktivni onemocnéni parodontu); 5,0-8,0 (terminalni onemocnéni parodontu).

PLI: 0 (vyborna hygiena); 0,1-0,9 (dobrd); 1,0—1,9 (uspokojivd); 2,0-3,0 (Spatna).
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Graf 2: Hodnoceni klinickych dat. Krabicové grafy (A) modifikovaného gingivalniho indexu
— MGl (B) indexu krvacivosti gingivy — GBI a (C) gingivalniho indexu — Gl pro skupiny A,
B, C.

62



Graficky bylo rozdéleni hodnot znazornéno krabicovymi grafy (Graf 2). Vodorovna
¢ara v krabici znazoriiuje hodnotu medianu, dolni hrana krabice hodnotu 1. kvartilu (25.
percentilu), horni hrana hodnotu 3. kvartilu (75. percentilu). Svorky ukazuji maximalni a
minimalni namétené hodnoty. Odlehlé (hodnoty, které jsou od kvartili vzdaleny vice nez
1,5nasobek mezikvartilového rozpéti) jsou zakresleny krouzky. Ve vSech skupinach doslo k
poklesu hodnot plakového indexu PLI. Friedmantv test prokazal statisticky vyznamné rozdily
mezi hodnotami naméfenymi -7, 0, 28 a 56. den u vSech skupin: skupina A, p = 0,022, skupina
B: p <0,0001 a skupina C: p = 0,001.

Signifikantni zmény byly pozorovany pro GI, GBI a MGI. Pro MGI, byl prokazan
statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami v hodnotach namétfenych v den 0 a ve zménéch
MGI, které nastaly v sledovanych obdobich pii p < 0,05 (Graf 2A). Post hoc testy
mnohonasobného porovnani skupin mezi sebou ukazaly, ze 0. den méli nejvyssi hodnoty MGI
pacienti s CBD, lisili se vyznamn¢ od pacientli ve skupiné A a C. Nejvétsi snizeni hodnot MGI
nastalo u skupiny B. Zmény, které nastaly ve vSech sledovanych obdobich u pacientii s CBD,
byly statisticky vyznamné vys$si nez u pacientt s placebem nebo u skupiny C. Pacienti spadajici
do skupin A nebo C se ve zménach nelisili. Friedmantv test prokazal statisticky vyznamné
rozdily mezi hodnotami naméfenymi 0, 28 a 56 den u skupiny A: p = 0,003, skupiny B: p <
0,0001 a skupiny C: p = 0,0003. U vsech skupin byly 56. den zjistény statisticky vyznamné
nizsi hodnoty nez v den 0.

Pro GBI, Kruskal-Wallisovou ANOVOU byl prokazan statisticky vyznamny rozdil
mezi skupinami v hodnotach namétenych v den 28 (p = 0,023) a 56 (p = 0,006). U pacienti s
CBD byly vyznamné niz$i hodnoty nez u pacientd s placebem (Graf 2B). Post hoc testy
ukazaly, ze zmény, které nastaly u pacientl ze skupiny B, byly vét§i nez zmény, které nastaly
u ostatnich skupin. ANOVA s opakovanim prokdzala statisticky vyznamné rozdily mezi
hodnotami namétenymi 0, 28 a 56 den u skupiny A: p = 0,047, skupiny B: p < 0,0001 a skupiny
C: p <0,0001. Signifikantni snizeni hodnot GBI mezi den 0 vs. den 56 pro placebo prokazano
nebylo, bylo ov§em prokazano u skupin B (p<0,0001) a C (p = 0,009).

Pro GI, byl prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami v hodnotach
namétenych v den 28 (p = 0,016) a 56 (p = 0,011) (Graf 2C). U skupiny B byly vyznamné nizsi
hodnoty nez u pacientli ve skupiné A. Byly prokézany rozdily ve zménach GI, které nastaly
Vv sledovanych obdobich, p < 0,05 u vSech testl. Bonferroniho post hoc testy ukazaly, ze
zmény, které nastaly u pacientii ze skupiny B, byly vétsi nez zmény, které nastaly u ostatnich
skupin. ANOVA s opakovanim prokazala statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami

namétenymi 0, 28 a 56 den jen u skupin B a C. U pacientti ve skupiné¢ A nedoslo v ¢ase ke

63



zménam indexu GI. U pacienti skupiny B se v case hodnoty indexu GI sniZovaly,
p < 0,0001, stejné tak u pacientti skupiny C (p = 0,001).

Po hodnoceni indexti byla na tkanové urovni u vSech subjektl potvrzena pfitomnost
zanétu. Vzorek gingivalni tkan¢ byl odebiran z interdentalni papily v misté s nejhlubSim
parodontalnim chobotem. Odbéry byly provedeny v den -7 a 28 a slouzily primarné pro
potvrzeni diagndzy. V tkénovych fezech bylo hodnoceno to, zda se jedna o zanét chronicky,
zanét exacerbujici, zanét hnisavy, nekrozu, vyskyt bakterii, pfitomnost reaktivni atypie sliznice
a parametr eroze v piipad¢ pritomnosti epitelidlni tkané. Intenzita zanétu byla hodnocena na
zakladée poctl plazmocytt, T-lymfocytt, B-lymfocytl a makrofagh. Ve skupiné€ B byl prokazan
statisticky vyznamny rozdil mezi odbérem v ¢ase den -7 a 28 pouze v parametru eroze, p =
0,039, coz ovSsem koresponduje s mistem odbéru a nereflektuje celkové zmény zanétu.

Mikrobiologické odbéry probehly v case -7, 28 a 56. Statisticky vyznamné rozdily byly
pouze u bakterie Eubacterium nodatum u vSech skupin pacientt (skupina A: p = 0,036; skupina
B: p = 0,040; skupina C: p = 0,024). Ve skupiné A a C nebyl vyznamny rozdil mezi poétem
bakterii v den -7 a 56. Ke snizeni doslo pouze mezi den -7 a 28. Ve skupiné B byl nejvyssi
pocet bakterii v den -7, pak se vyznamn¢ snizil a zdstal na stejné urovni. Byly pozorovany
klesajici trendy pro vyskyt P. gingivalis u skupiny B na rozdil od dvou kontrolnich skupin

(Graf 3). Ukazka vysledki mikrobiologické analyzy je uvedena na (Obr. 15).

skupina A skupina B skupina C
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Graf 3: Vysledky mikrobiologického vySeti‘eni pro Porphyromonas gingivalis. Vice dat k
dispozici v grafu 4 a 5.

64



A skupina A skupina B skupina C

poiet padientu
potet pacientl
potet pacientl

den-7  den28 denS6 den-7 den2E denS6 den-7 den2E denS6

potet paciantd
potet pacientl
polet pacientd

den-7 den2d denS56 den -7 den2E  den56 den -7 den2B  denSe

EL

potet pacientd
potet pacientd
polet pachentd

den-7 denz2d denS6 den-7 den2E denS6 den-7 den28 denSE

potet pacientd
potet pacientd
poiet pacientd

den-7 den2d denS56 den -7 den2E  den56 den -7 den2B  denSe

potet pacientd
e w = @ 2 ©
potet pacientd
s & F 7 %
potet pacientd
e + 3 & %

den -7 den2E  dens5s den -7 den2E  denS6 den -7 den2d8 densa

n ni

potet pacientd
e w B B o5 B
potet pacientd

: 3% ¥
polet pacientd

] =2 S
—

R n [n] ﬂ

den -7 den2E  den56 den -7 den28  denS56 den -7 den?28  den5s

| | e ++ 3 +++

Graf 4: Vysledky mikrobiologického vysetieni pro (A) Porphyromonas gingivalis (B)
Tannerella forsythia, (C) Treponema denticola, (D) Parvimonas micra, (E) Prevotella
intermedia and (F) Fusobacterium nucleatum.
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Graf 5: Vysledky mikrobiologického vySetieni pro (A) Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, (B) Campylobacter rectus, (C) Eubacterium nodatum, (D) Eikenella
corrodens, (E) Capnocytophaga sp.
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Obr. 15: Vysledky amplifikace specifickych 16S rDNA iseki periopatogennich bakterii
pomoci PCR, ukazka vysledku od pacienta ze skupiny B z 1., 2. a 3. odbéru mikrobiologického
vzorku.
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5. Souhrn poznatki disertacni prdce

Pro hodnoceni protizanétlivého uc¢inku CBD v duting ustni sehrava klicovou ulohu nejenom
jeho ptisobeni na tkané parodontu, ale také interakce CBD s oralnim mikrobiomem. Uvedené
jsem kriticky posoudil v recentné publikované studii [48]. Byla prezentovana hypotéza, ze
aplikace CBD miize zasdhnout do vzdjemné komunikace (interplay) mezi G*/G -bakteriemi a
bunikami parodontu, coz by mohlo vést k protizanétlivému ¢i cytoprotektivnimu ucinku. Na
druhou stranu, pii interpretaci studii popisujicich protizanétlivé pisobeni CBD, je nutné vzit v
uvahu proti-argumentaci zalozenou na imunosupresivnim ptisobeni CBD. CBD by tak mohlo
oslabit imunitni systém parodontu a zabranit tak eliminaci periopatogend. Nalezeni odpovédi
na vySe uvedenou argumentaci, bylo hlavni motivaci pro realizaci preklinickych experimentt
a klinické studie popsané v této disertacni praci. Na urovni preklinickych dat jsme prokazali
antimikrobialni u¢inek CBD na vybrané kmeny oralnich patogennich bakterii. Nasledné byl
v ramci klinické intervenéni studie prokazan protizanétlivy ucinek CBD a jeho schopnost
inhibovat rust periopatogent. Mezi zasadni vysledek studie patii statisticky vyznamné zlepSeni
Gl, GBI a MGI po 56denni aplikaci CBD u pacientii s jednozna¢né¢ diagnostikovanou
parodontitis chronica. Ziskané vysledky by mohly poslouzit jako zaklad pro komplexn¢;si

studie zamétené na aplikaci nepsychotropnich kanabinoidll v zubnim lékatstvi.
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6. Seznam zkratek

2-AG - 2-arachidonoylglycerol

BHI - mozko-srdcova infuze

CB1 - kanabinoidni receptor, podtyp 1

CB2 - kanabinoidni receptor, podtyp 2

CBC - kanabichromen

CBD - kanabidiol

CBG - kanabigerol

CBGA - kanabigerolové kyselina

CBN - kanabinol

CBVN - kanabivarin

CONSORT - consolidated standards of reporting trial
COX-2 - cyclooxygenasa-2

CYP - cytochrom P450

DMSO - dimethylsulfoxid

EKS - endokanabinoidni systém

EPS - extracelularni polysacharidova hmota

FHPL - fibroblasty humannich periodontalnich ligament
GBI - gingival bleeding index (index krvacivosti gingivy)
Gl - gingival index (gingivalni index)

HGFs - lidské gingivalni fibroblasty

IFNy - interferon-gamma

IL - interleukin

LPS - lipopolysacharid

MGI - modified gingival index (modifikovany gingivalni index)
MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace

MMP-2 - matrixova metaloproteinasa-2

MV - membranové vacky

NF«B - nuclear factor kB

Nrf2 - nuclear factor-erythroid factor 2-related factor 2
PB - polymyxin B

PCR - polymerazova fetézova reakce

PEA - palmitoyletanolamid
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PGE?2 - prostaglandin E2

Pl - plaque index (plakovy index)

PPAR - peroxisome proliferator-activated receptor
rDNA - ribozomalni, deoxyribonukleova kyselina
RMSSE - root-mean-square standardized effect
SD - smérodatna odchylka

TGF-B - transforming growth factor 3

TNF-a - tumor necrosis factor-alpha

USD - americky dolar

WCHA - Wilkins-Chalgren agar
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