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l. Uvod

Predkladana disertacni prace je zaméiena na studium tradi¢ni, avSak kontroverzni
1é¢ivé rostliny, konopi setého (Cannabis sativa L.). Prace zahrnuje stru¢nou historii, zakladni
botanicky popis, farmakognostické a farmakologicko — terapeutické informace, kde je kladen
diraz na shrnuti jiz vyuzivanych 1é¢iv odvozenych piipadné souvisejicich s konopim a jeho
obsahovymi latkami a na dal$i perspektivy vyuziti ve farmacii a medicin€. Biosyntéza a
jsou zminény dalsi vyuzivané konopné suroviny. Vlastni experimentalni prace je zaloZzena na
vyuziti biotechnologickych postupii, chemické analyzy rostlinnych metaboliti predev§im
pomoci NMR s metabolomickym pfistupem v ramci funkéni genomiky. Souvisejici kapitoly
jsou soucasti teoretické ¢4sti prace.

Lécivé rostliny z tradiénich systémi mediciny, jako napiiklad Ciny nebo Indie
piipadn¢ dalSich vyspélych kultur, piedstavuji dalezity zdroj informaci diky tisiciletym
zkuSenostem s jejich vyuzivanim. Dal§imi nejvice zkoumanymi perspektivnimi teritorii jsou
tropické oblasti Stfedni a Jizni Ameriky, jiznitho Tichomoii nebo jizni Afriky, které

vynikaji obrovskou biodiverzitou a vyskytem endemitnich druht V.

Moi'ské organizmy
predstavuji dal$i z velké Casti neprobadanou oblast. Nelze ovSem také opomijet tradicni
rostliny Evropy, u kterych miiZe panovat presvédceni, Ze jsou jiz zcela prozkoumany. Opak je
pravdou. | znamé tradi¢ni rostliny stale mohou vydat zajimavé latky, pfedev§im s vyuzitim
modernich analytickych a farmakologickych postupti 2)

Pravé konopi seté a jeho obsahové latky lze zhodnotit nasledujici vétou: ,,0d
ethnofarmakologie k modernim 1é¢ivim®. Ethnofarmakologie je vé&da, ktera objevuje
zapomenuta pfirodni 1é¢iva naSich predkd, pfedevsim 1é€ivé rostliny, zkouma jejich pivodni
ucinky a v konfrontaci s modernimi védeckymi postupy vyuziva poznatku tisiciletého souziti
lidi s okolni pfirodou a jejimi dary 341 kdyz konopi zapomenuto nikdy uplné nebylo,
predevsim diky jeho potencidlu ke zneuZzivani, bylo dlouhou dobu zatracovano a legislativné
omezeno, coz mélo negativni dopad na jeho vyzkum. Védecky pokrok ovSem dokazuje
opravnénost pouzivani kanabinoidl, jejich syntetickych derivati a latek ovliviiujicich
biosyntézu a degradaci endogennich kanabinoidl v terapii fady vyznamnych chorob a je
dilezité tyto medicinské uspéchy oddé€lit od snah zneuziti konopi pouze jako drogy. Jen diky
vyzkumu této tradicni rostliny byl objeven lidsky endokanabinoidni systém, na zakladé

kterého mohou vzniknout nova 1éc¢iva pro zavazné choroby. K modernim a bezpe¢nym
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1é¢iviim vede dlouhd cesta, mnoho vyzkumi na poli chemie, farmakologie a klinickych studii.
Je ale pravdépodobné, ze 1é¢iva v pocatku zalozena na vyzkumu konopi budou slouzit lidem
pii zdolavani chorob i v Ceské republice, tak jako jiz v nékterych statech svéta pomahaji 5
Mnoho chemickych sloucenin lidstvo stale nedokaze ziskat jinym zpisobem nez
vyuzitim genialni rostlinné chemické tovarny. V poslednich letech se vSak stile obtiznéji
zajiStuje pfisun téchto ptirodnich surovin, nebot’ dochazi ke zmenSovani rostlinnych zdroji v
souvislosti s narusovanim zivotniho prostiedi. Sbér divoce rostoucich 1écivych rostlin 1 jejich
polni péstovani je zna¢né sezénni zalezitosti zavislou na mnoha dalSich faktorech, nehledé
k tomu, ze i diky nadmérnému té€zeni rostlin z pfirodnich zdroji vznika nebezpeci jejich
uplného vyhubeni. Rostlinné zdroje z kvantitativniho hlediska také prestavaji stacit potfebam
moderni mediciny, coz je ¢asto zptisobeno nizkou produkci zajimavych latek, ptipadné jejich
lokalizaci v obtizné pfistupnych rostlinnych organech, nebo neimérn¢ dlouhou dobou ristu.
Velké usili je proto vénovano na vypracovani finan¢né zajimavych postupt vyroby zddanych
rostlinnych latek pomoci alternativnich zdroji, kde mizeme zaradit i explantatové kultury
rostlin &7,
Diky stale se vyvijejicim metoddm analytické chemie, technologickych postupl a
predevsim také diky genovym manipulacim, geometricky nardsta objem ziskanych dat a tim
vznika také potieba novych pristupti ve zkoumani zivych systému. Jednim ze zajimavych
pohledii systémové biologie je metabolomika, kterd je vyuzivana v této praci. Metabolomicky
pfistup se snazi hodnotit veskeré produkované metabolity kvalitativné i1 kvantitativné a
v kooperaci s dal§imi —omik metodami funkéni genomiky tak skladat informace o zivém
organizmu s cilem vyuzit tyto poznatky k ovlivnéni studovaného systému. Metabolomicky
pfistup vramci funkéni genomiky muze poskytnout mnoho dilezitych informaci pro
pochopeni studovanych procest a dale se také jedna o bouflivé se vyvijejici metodologicky
pfistup a analytické metody, kterych lze vyuzit jak v primarnim vyzkumu tak aplikované
v technologiich napf. farmaceuticko medicinskych, v  biotechnologickém nebo
potravinatském pramyslu. Na druhou stranu sebou tyto pristupy pfinasi nejednu komplikaci
oproti tradi¢ni chemické analyze. Jedna se pfedevs§im o vyuziti vhodnych analytickych metod
a diky zkoumani velkych sad vzorkli vznikd také nutnost vyuziti u¢innych statistickych

nastroji 8.9),



II. Cil prace

Cilem této prace bylo studium explantatovych kultur odvozenych z Cannabis sativa L.

a to v nasledujicich oblastech:

e Vyhledat informace o rostliné Cannabis sativa L. se zaméfenim na sekundarni
metabolity, farmakologii, 1é¢iva a souvisejici problematiku této rostliny v Ceské
republice.

e Podrobeni jiz vytvotenych kultur kontamina¢nim testim a vybér vhodnych
kandidatt pro experiment na zaklad€ biotechnologickych vlastnosti.

e |dentifikace a kvantifikace metabolitt produkovanych neovlivnénymi
suspenznimi kulturami s vyuzitim analytické metody NMR.

e Elicitace suspenznich kultur a jejich dlouhodobé sledovani s vyuzitim
metabolomického pfistupu — NMR chemickd analyza doplnénd statistickym
zpracovanim pomoci PCA.

¢ Iniciace somatické embryogeneze a vliv na produkci obsahovych latek.

e Analyza vybranych vzorkli s vyuzitim hmotnostni spektrometrie zaméfena na

identifikaci kanabinoida.



[1l. Teoreticka ¢cast

1. Konopi seté, Cannabis sativa L.

Konopi a jeho produkty jsou velice rozsdhlou kapitolou, kterd zasahuje do mnoha
odvétvi lidské ¢innosti. Jednd se naptiklad o zplisoby péstovani jak technického konopi, tak
kultivari s vysokym obsahem kanabinoidi. S timto souvisi problematika Slechténi,
agrotechnologickych postupii péstovani nebo technologie zpracovani jednotlivych Ccasti
rostliny. Dulezita je také problematika péstovani konopi s vysokym obsahem psychoaktivnich
latek (kanabinoidli) naptiklad pro farmaceutické¢ ucely, kde je ovSem nutné akceptovat
zdkonné pozadavky. DalSimi oblastmi potencidlniho z4jmu je oblast prava urcujici hranice
pouzivani konopnych produktli, psychologie a 1é€ba drogové zavislosti a dalsi oblasti spojené
se zneuzivanim této rostliny. Z farmaceutického hlediska jsou zajimavé kanabinoidy a jejich
farmakologické ucinky, které jsou z ¢asti prozkoumany a pouzivaji se jiz ve farmakoterapii.
Na druhou stranu je stdle mnoho neprozkoumanych oblasti i¢ink téchto latek a stale probiha
jejich intenzivni vyzkum, stejné tak jako dalSich doprovodnych metaboliti. Z mnoha
empirickych pozorovani, jak soucasnych tak etnodisciplin, 1ze také dale vyhledavat mozné

benefity a rizika pouzivani konopi a vyuzit je na poli védeckych vyzkumd.

1.1 Botanicky popis rostliny
Rise Plantae
Oddéleni  Magnoliophyta
Ttida Magnoliopsida
Podtiida  Dilleniidae
Rad Urticales

Celed Cannabaceae

Cannabaceae neboli konopovité jsou obecné jednoleté az vytrvalé byliny s ptimou
nebo ovijivou lodyhou se vstiicnymi listy. Kvéty jsou dvoudomé ve vrcholi¢natych
kvétenstvich, plodem je nazka. Patfi sem rody Humulus a Cannabis zastoupené rostlinami H.
lupulus L. (chmel otacivy), H. scandens (Lour.) Merill (chmel japonsky), C. sativa L. (konopi

seté, konopé seta) a C. ruderalis Janisch. (konopi rumistni) 1.
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Taxonomie konopi prosla obdobim mnoha debat, jak o zafazeni do celedi, tak také
jestli se jedna o rod s vyskytem jednoho druhu nebo vice jednotlivych druhti (pfedevsim C.
sativa, C. indica a C. ruderalis). Jeden Siroce piijaty taxonomicky systémem konopi uvadi rod
Cannnabis jako jednodruhovy sativa s dal§im rozliSenim na poddruhy subsp. sativa a indica a
na dal$i variety. V novéjsi literatufe je ovSem spiSe upfednostiiovan jednodruhovy systém
Cannabis sativa s rozliSenim o jakou chemovarietu se jedna podle zastoupeni obsahovych
latek. Tento posledni systém je odiivodnovan predevsim rozsdhlym Slechténim konopi béhem
poslednich stoleti na dvé zakladni vétve — pro produkci vlaken a pro produkci kanabinoidii,
s ¢imz souvisi 1 vznik Sirokého rozpéti fenotypu rostliny. Pro potiebu porovnani jednotlivych
rostlin byly vytvofeny systémy hodnoceni na zaklad¢ obsahu jednotlivych kanabinoidd.
K nejrozsitenéjSim patii systém navrzeny Wollerem, ktery zohlediiuje obsah psychoaktivniho
THC a jeho rozkladného produktu CBN proti nepsychoaktivnimu CBD. Turner dale navrhl
dalsi model, ktery bere v tivahu Sirokou $kalu kanabinoidd, nebo lze zminit rozdéleni rostlin

do jednotlivych typt pfimo podle obsahu THC a CBD ** 12)

Systé dle Woll E
stem podle ollera —
ySEmp cCcBD

Pl == op. =— & _—
LGl = ' = _ — "~ =3
- pomeér > 1: narkoticky typ; A%-THC >1 %, CBD = 0.
- pomeér = 1: pfechodny typ; A%-THC > 0,5 %, CBD > 0,5 %.
- pomér < 1: typ pro vlakna; A>-THC < 0,25 %, CBD > 0,5 %.

Systém podle Turnera

Konopi je jednoletda bylina, vzpfimena, v horni poloviné kratce vétvend, s hranatou
dutou a dfevnat&jici lodyhou. Rostlina dortistd obvykle vysky 1 az 6 m. Rapikaté listy jsou
dlanité slozené s pilovitymi podlouhlymi aZz kopinatymi listky, na vrcholu dlouze celokrajné
zaSpiCatélymi. Spodni listy jsou vstiicné nejCastéji 5 az 7 cetné, vySe postavené jsou stiidaveé
s 1 az 3 listky. Kvéty jsou jednopohlavné, dvoudomé; prasnikové v fidkych Gzlabnich nebo
koncovych vrcholi¢natych latach, pestikové pak tvoii velmi redukovana vrcholi¢nata
kvétenstvi skladajici husté, bohaté olisténé klasy. Okvétni listky prasnikovych kvétd jsou
zelenavé, s uzkym bélavym lemem obepinajici 5 tyCinek. Pestikové kvéty tvoii nepatrné
okvéti s napadné dlouhymi (az 20 mm) bilymi, rGzovymi nebo Zlutavé zelenymi bliznami.
Pohlavi neni rozeznatelné, dokud rostlina nevyspéje a nezac¢ne kvést. Plody jsou vejcovité az
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elipsoidni nazky, Sedavé bilé az svétle hnédé s jemné sitovanou skulpturou na povrchu,
obalené zaschlym okvétim a uzaviené v obalu z podpiirného listenu (piiloha 1) »*%. Ze semen

kli¢i ptiblizné stejné mnozstvi saméich a samiéich rostlin )

1.2 Piivod vyskytu a historie vyuzivani

Pivodni oblast rozsifeni konopi je stejné jako taxonomie tohoto druhu komplexni
smési raznych vyzkumd, lisici se dle popisu jednotlivych autorti. Shoda panuje ve zjisténi, ze
konopi je pavodni druh centralni Asie, rozprostirajici se od Kaspického mofte, pies jizni a
centralni ¢ast Ruska, az po sever Indie a jihozapadni cast Himalaji. Nyné&j$i zemé Kyrgyzstan,
Kazachstan, Tadzikistan, Afganistan, Mongolsko a dile severozapad Ciny piedstavuji
puvodni oblasti vyskytu. Konopi pravdépodobné provazelo nomadské kmeny a rozsifovalo se
spolu s osidlovanymi oblastmi.

Vzhledem k paivodnimu rozgifeni aZ v oblasti jizni Ciny bylo konopi znamé a pisemné
zaznamenané jiz ve 3. tisicileti pf. n. 1. ¢inskym vlddcem Shen-Nungem (i kdyz pisemné
pravdépodobné pochédzi az z 1. stoleti). Konopi bylo pouzivano pii revmatismu,
gynekologickych problémech, roztrzitosti nebo malérii. Vyuzivalo se také pro své anestetické
a analgetické vlastnosti v davné chirurgii naptiklad formou vinného vyluhu. Ze starovékého
Egypta lze zminit snad nejstarsi text na kameni z Pyramid v Memphisu datujici se okolo 2350
pt. n. | a Papyry Ramasstv III a Ebersiiv datujici se do 16. a 17. stoleti pt. n. 1. Konopi bylo
pouzivano oralng, ale také jako klystyr, v o¢nich piipravcich nebo v podobé 1éCivych obvazi.
Dalsi zdroje vypovidaji také o vaginalni aplikaci nebo o vykufovadlu. Pravdépodobné jiz
glaukomu. Konopi se pfirozené¢ v Egypté nevyskytovalo, proto bylo pravdépodobné dostupné
pouze pro vysSi vrstvy obyvatel, které také zastavali dulezité knézské posty. Indické
nejrangjs$i zminky mizeme nalézat v Atarvavédé, kterd je datovana 2000 let pf. n. 1. Konopi
tvoii dalezitou ¢ast rostlinného instrumentare tradi¢ni mediciny, Ajurvédy, a shrnuti indikaci
konopi v Indii z 20. stoleti tvofi Gctyhodny seznam. Z oblasti Mezopotdmie se dochovaly
hlinéné tabulky se zaznamy o terapeutickém vyuziti konopi (2000 pft. n. 1.). Asyfané naptiklad
pouzivali konopi ordln¢€ pro 1€€bu impotence nebo deprese, topicky na pohmozdéniny, nebo
inhalovanim pfi arthritidé. Bible neobsahuje zifejmé zminky tykajici se konopi. Lze pouze
odvozovat na zékladé podobnosti slov ostatnich civilizaci.

Z prehistorické Evropy a Skythie (1zemi rozkladajici se v oblasti dne$ni Ukrajiny az

po Indii) se dochovaly misy zdobené vyrazy stoceného provazu, které byly pouzivany pro
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spalovani konopi na rozzhavenych kamenech a inhalovani vznikajiciho koute. Pravdépodobné
se spalovaly hrudky pryskyfice, nebo cela rostlina. Konopna semena jsou nejtrvanlivejsi
z celé rostliny a byla objevena v neolitickych vykopavkach v oblasti Némecka, Svycarska,
Rakouska a Rumunska.

At se to zda jakkoli zvlastni, antické literarni pamatky ndm neskytaji témét zadné
informace tykajici se uzivani konopi. Zda se, ze psychoaktivni u¢inky pro n¢ nebyly moc
pritazlivé a davali spiSe prednost alkoholu, ktery byl dostupnéjsi a levnéjsi. Dalsi z pficin
mohlo byt také kouieni (inhalovéni), které bylo pro vétSinu antickych civilizaci neznamé.
Skythie, od které mohly zvyk inhalovani paleného konopi pfevzit, pro né byla barbarska zemé
a tento primitivni zvyk se neroz§ifil. Existuji literarni zminky tykajici se botanického
zatazeni, pestovani konopi a zpracovani vldken. Z medicindlniho vyuZiti nés Plinius starsi
upozorfiuje na konopna semena, ktera zpusobuji impotenci, 1é¢i bolesti usi a vyhani z nich
cervy a ostatni stvofeni, avSak za cenu bolesti hlavy. Déle pfisuzuje konopi upravu zazivani a
odvar z kotfene pouziva pro jeho analgeticky ucinek pfi silnych bolestech jako napiiklad u
dny. Dioskorides a Galen zmifluji sniZzeni sexualni potence a U€inek pii bolesti usi. Pseudo-
Apoleius pfidava recepty na studené bolesti (konopi, kopfivovd semena a ocet) a otok
hrudniku (konopi s tukem). Je zajimavé, ze Plinius stars$i, Galen i dal$i autofi pfisuzuji ucinek
semenim, coZ je C¢ast rostliny, kterd obsahuje minimum uc¢innych kanabinoidi. Mozné
vysvétleni je Ze autofi Spatné interpretovali Skythijské praktiky pfi spalovani celé rostliny, po
Které zustavala pouze semena, nebo ze zaménili pouzivané kousky pryskytice za semena.

Persie a Arabie je spjata s konopim dlouhou tradici a svéd¢i o tom 1 ndzev drogy hasis,
ktery pochazi z arabské fraze ,hashish al kief“ coZ znamend ,suSena droga radosti®.
Literarnich zminek pochazejicich z této oblasti tykajicich se konopi je mnoho, kde jednou
z nejznamé;jsich je ptibéh sekty hashishinl (pozdéji zkomoleno na ,,assasin“ neboli vrah), kde
vystupuje 1 postava Aladina, ov§em neni jisté, jestli je tato verze pravdiva. Podle arabského
receptafe ,,Makhsanul aldawaiya® bylo konopi povaZzovano za drogu utiSujici, vsttebavajici
zlu¢, aperitiv a pfi mirném uzivani prodluzujici zivot. Zrychluje piedstavivost, prohlubuje
mySleni a zlepSuje rozhodovani. Rumphius uvadi v ,,Herbarium amboinence* z roku 1095
pouziti konopi pfi 1écbé gonorey a astmatu. Konopi bylo pouzivano jako anestetikum pied
operacemi. V tradi¢ni mediciné bylo ovSem také popsano Ze konopi zpusobuje Silenstvi,

w ’ . v s .y vy . 12
bezvédomi, oslabuje srdce, potlacuje tvorbu spermii a znemoziuje kontrolu nad ejakulaci *
14, 15)



Tab. 1: dochované sloZeni lektvari s obsahem konopi *2;

Nazev Slozeni Pavod

Zabibah Konopi, opium, med Egypt

Konopi, semena maku, kvéty durmanu, muskatovy )
Barsh Persie
ofisek, hiebicek, Safran. Vafeno v mléce s cukrem.

) Konopi, semena méaku, okurkovd semena, ¢erny pepf, )
Sabzi 5 o Persie
kardamom. Utluc¢eno v hmozdifi a pfidano mléko.

V Evropé se o konopi dozviddme ve 12. stoleti od Hildegardy z Bingenu (analgetické
ucinky). Peter Schoofer uvadi v herbatfi zroku 1485 pouziti pii gastrointestinalnich
problémech, pfi edému, jako naplast na popaleniny a analgetikum. V 16. stoleti se objevuji
herbafe od autorii Otto Brunfelse, Hieronymuse Bocka nebo Leonhardta Fuchse, dale v
ceskych zemich zndmy Mattioliho herbai a v 17. stoleti jsou z anglosaské tvorby znamy
herbare od Johna Gerarda, Johna Parkinsona a nejznaméjsi od Nicholase Culpepera. VSechna
tato dila oviem &erpaji z praci Reckych a Rimskych autorti Plinia, Galéna nebo Dioskorida
bez vyznamnych novych informaci ** 16,17.18),

Evropa 19. stoleti je charakterizovana podrobné&jSimi vyzkumy a rozvojem veéd.
V oblasti medicinalniho vyuziti konopi byly také ucinény velké pokroky oproti pouhému
kopirovani antickych autorti. V poloviné 19. stoleti byla marihuana v Evrop€ vyuZivana jako
hypnotikum, antikonvulsant, analgetikum, anxiolytikum a antitusikum v riznych lékovych
formach. PredevS§im u vychodoevropskych narodl se konopi dostalo do mistnich lidovych
zvykl a tradic. Postupem cCasu zacalo byt zneuzivano a zaCatkem 20. stoleti bylo zatazeno
jako nelegalni prostfedek i1 pfes doporuceni 1ékaii nebo védci a Gplné vymizelo z terapie.

Casté zminky jsou o vyuziti bohémy, ktefi ji pozivali k umélecké tvorbé 12,14,15)

1.3 Charakteristika drogy

Makroskopicka charakteristika: Droga je tmavé zelené nebo zeleno hnédé barvy,
skladajici se ze 1,5 az 3 cm velkych kvétenstvi. Pryskyfice uz neni lepkava, ale je tvrda a
kiehka. Pach, ktery je velmi cenény u Cerstvé drogy, je slaby. Droga ma lehce hotkou chut.
Lze nalézt ovalné konopné semeno. Pryskyfice je zlutd az hnédd amorfni polotuhd latka,

rozpustna v alkoholu, etheru a karbon disulfidu .



Mikroskopickd charakteristika: Pryskyfice je sekretovana pfisedlymi nebo
stopkovitymi zlaznatymi trichomy, 130 — 250 um dlouhymi. Hlava trichomu je obvykle osmi
bunécna a stopka jednobunécnéd nebo slozena z vice fad bunék. Stopkaté zlaznaté trichomy
jsou zastoupeny pouze na listenech a okvétnich listcich, pfisedlé Zlaznaté trichomy jsou
ptitomny ptedevsim na listech. K odliSeni téchto trichomt od ostatnich (napt. Lamiaceae) lze
pouzit barveni Fast Blue B, které se sklada z vanilinaldehydu v etanolickém roztoku kyseliny
sirové a barvi kanabinoidy syté ¢ervené. Dalsi trichomy jsou pfisedlé konické jednobunécné,
S obsahem cystoliti uhliitanu véapenatého v rozsifenych zékladnach. Poslednim typem jsou
hojné kryci trichomy pokryvajici celou rostlinu (p¥iloha 3) ** 19)

Sklizi se celé rostliny, které jsou v temnu usuSeny a vSechny nadzemni casti, kromé
hlavniho stonku, jsou pouzity pro extrakci obsahovych latek. Pro pfipravu farmaceutické
drogy Cannabis flos se vyuZivaji neoplozend kvétenstvi ze samici rostliny, pfi¢emz centralni
stonek kvétenstvi a vetsi listy jsou odstranény (ptiloha 2). Sam¢i rostlina mtize poskytovat
také vysoky obsah kanabinoidl, ale vétSinou neprodukuje tak velké mnozstvi rostlinného
materialu ' 2. Aktivni latky jsou zlaznatymi trichomy sekretovany ve formé pryskyfice,
ktera je nejvice tvofena od zacatku kveteni do doby tvorby semen. Samotna pryskyfice mize
byt ziskdvana ru¢nim sbérem nachytavanim na kozené obleCeni nebo ostatni predméty, ze
kterych je nasledné seSkrabana. Kromé téchto tradi¢nich surovin se lze setkat i s modernimi

o o o « , f o o ur v 1 xew 12,19
zpusoby ptipravy prosévanim kvétenstvi nebo extrakei trichomt k pifipravé hasise ),

Tab. 2: Obsah THC v jednotlivych ¢astech rostliny a jejich pouzivané nazvy * 192,
Cast rostliny Obsah A°-THC Pouzivané nazvy*
Listy 0,5-3% Bhang**
Kvétni vrcholy 3-10% Ganja, marihuana***
Pryskyfice 14 -25% Charas, hasi$
Extrakt z pryskyfice az 60 % HaSiSovy olej

* Slova bhang, ganja a charas jsou ptivodem indicka, hasi§ pochazi z arabstiny a marihuana z
Mexika. Z dalsich 1ze zminit nazvy afrického pivodu kief a dagga. Pouzivané ¢eské slangové
vyrazy jsou napiiklad trava, joint, br€ko nebo Zilka.

** Bhang je mén¢ kvalitni materidl slozeny z konopnych kvétl se semeny, listl a stonkd.

*#%* Ganja jsou neoplozené sami¢i kvétni vrcholy bez semen. Marihuana byla pivodné
nazvem pro levny tabdk, dnes ovSem oznaceni odpovida suSenym listim a kvétnim vrcholim

konopi.



Zlaznaté trichomy piedstavuji dynamicky systém biosyntézy kanabinoidtl a v zavislosti na
jejich morfologickém umisténi na rostliné 1ze ziskat rizné kvalitni material (tab. 2). VSechny

&asti rostliny, jak sam&i tak samici, obsahuji kanabinoidy 2.

Konopné droga neni souédsti platného Evropského nebo Ceského lékopisu 2 23,
V Evropském pohledu lze pouzit monografii z holandského Utadu pro lékaiské vyuziti
konopi, ktera stanovuje zékladni pozadavky pro materidl distribuovany v holandskych
1ékarnach 2%, Kanadské ministerstvo zdravotnictvi také charakterizuje konopi pro lékaiské
a ostatni Zivoc¢isSné kontaminanty) a rozdrobnéni (listky nejsou zkraceny vice jak 20 % délky
kvétenstvi). Pro hodnoceni jsou dale vyuzity ¢lanky Evropského 1ékopisu — Zbytky pesticidu,
Mikrobiologické zkouseni nesterilnich vyrobka (plisng a aerobni bakterie < 10 cfu.g™; gram
negativni a enterobakterie 10 < cfu.g™’; P. aeruginosa a S. aureus nepfitomny) a T&zké kovy
(olovo max. 20,0 ppm; rtut’ max. 0,5 ppm; kadmium max. 0,5 ppm). Droga je uchovavana

vV temnu a suchu pii pokojové teploté 20.22)

1.4 Péstovani konopi

Konopi seté 1ze rozdé€lit do dvou Slechtitelskych vétvi. Jednou jsou rostliny pouzivané
pro produkci vlaken a semen, druhou vétvi jsou rostliny s vysokym obsahem psychoaktivniho
THC, ptipadné se specifickym profilem ostatnich kanabinoid 29,

Obsah kanabinoidii, zejména psychoaktivniho A%-THC, zavisi pfedevSim na genetické
linii a na podnebi ve kterém jsou rostliny péstovany *¥. Byly vyslechtény variety na produkci
vlaken, coZ jsou rostliny vzristem vysoké, s nizkym farmakologickym efektem. Naopak

s vysokym obsahem kanabinoidii jsou rostliny nizké, kefovite ** %)

. Rostliny péstované
V teplém podnebi obecné produkuji vice pryskyfice a vice psychoaktivnich kanabinoidii oproti
rostlindm péstovanym v chladn€j$im podnebi. Déle ma také vliv nadmotskd vyska, zda se
jedna o samci nebo samici rostlinu, piipadné lze rozlisit rizné chemovariety konopi podle
typu tvofeného kanabinoidu. Lze také pozorovat zavislost tvorby riznych kanabinoidd na
ontogenetickém vyvoji rostliny, kde THC je hlavnim metabolitem dospélych rostlin 19)
Rostliny s vysokym obsahem kanabinoidi jsou produkovany specializovanymi

institucemi, které zajistuji dodavky rostlinného materidlu podrobeného kvalitativnim testim,

tak aby droga vyhovovala farmaceutickym potfebam a byly splnény legislativni pozadavky
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WV Ceské republice podle dostupnych informaci neexistuje certifikovany dodavatel konopi
pro lékaiské ucely. Ze zahrani¢nich firem lze zminit GW Pharmaceuticals 2® ve Velké
Britanii, Prairie Plant Systems Inc. 2y Kanad& nebo Stichting Institute of Medicinal

%) v Holandsku, které dodavaji farmaceuticky material a zaroven se veénuji

Marijuana
vyzkumu a $lechténi konopi.

Vyslechténé odrudy s nizkym obsahem THC (méné€ nez 0,3%) pro produkci vldken a
semen jsou péstovany v CR a celé EU. EU dale reguluje péstovani odriid konopi pro vldkna
svou dotacni politikou, a ty musi spliiovat podminku niz§iho obsahu A%-THC nez 0,2 %.
Tento limitni obsah kontroluji z odebranych vzorkti povéiené laboratofe metodou kapilérni
plynové chromatografie.

Vyslechténé odridy, které splituji kladené naroky, jsou uvedeny v ptislusném natizeni
Komise (ES), pti¢emz z cca 30 zpusobilych odrid se v CR péstuje jednodoma polska odrida
Beniko, ktera je odzkousena pro naSe uzemi. Odruda Juso-11, vyslechténa na Ukrajing, ktera
se také péstovala na uzemi CR, byla vyfazena z katalogu odraid kvili velkému podilu
dvoudomych rostlin. Nejvétsimi producenty technického konopi jsou Francie, Némecko a
v poslednich letech i CR. Vyslechténé odridy uvedené v seznamu jsou vétsinou jednodomé

rostliny, které vyhovuji péstitelskym potiebam a jsou vyhodné pro produkci vldken a semene
29,30, 31)

Tab. 3: Rozdéleni rostlin konopi podle produkce hlavnich kanabinoidl 25,29,30,31),
Rostliny
MnozZstvi MnoZstvi
pestované 9 Poznamka Kontrolni organ
A°-THC CBD
pro
Nizka y 9
Pryskyfici >0,3% Nelegéalni v CR Policie CR, OKTE
koncentrace
Povolené odridy Narodni referencni
Vlakno a <0,3%CR Vysoka s moznosti laboratot, Ustiedni
semena <0,2% EU | koncentrace | péstovaniv CRa | kontrolni a zkusebni
dotované EU ustav zemedélsky
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1.5 Toxicita

Konopi je znamé predevSim pro své psychotropni ulinky podobné alkoholové
intoxikaci. Jedna se o pocity euforie ptechazejici do piijemnych pociti uklidnéni a odpocinku.
Uzivatelé mohou také pocit'ovat sedaci, veselost, pocit hladu, zvySenou citlivost ke vnimani
barev a zvuki, letargii a pokfivené vnimani Casu a prostoru. Dochazi k ovlivnéni kratkodobé
paméti projevujici se zmatenou verbalni komunikaci (kratké véty, zpomalend ec). Tyto
efekty doprovazeji také terapeutické vyuziti kanabinoidl, pfi¢emZz jsou vnimany spiSe
negativné v zavislosti na terapeutickém vyuziti a je usilovano o jejich oddéleni od zddanych
ucinkl. Letalni davka LDs byla oralné pro krysu stanovena 800 — 1900, pro psa az 3000 a u
opice az 9000 mg.kg’l. U cloveka byly vyzkouseny davky az 1000 mg denniho ptijmu THC.
Velky vyznam ma také efekt rozvoje tolerance 12,25.32)

Utinek kanabinoidii na ¢lovéka je velmi Siroky. Od perifernich efektil po piisobeni na
CNS. Je mozno pozorovat hypotermii, antipyreticky ucinek, potenciaci adrenalinové
hyperglykémie i inzulinové hypoglykémie. Psychotomimeticky efekt nedosahuje Uc¢inku
halucinogenil, pouze vyjimecné ve vysokych davkéch, u predisponovanych jedincli, nebo u
ptipravki s vysokou koncentraci THC jako hlavniho kanabinoidu. Mohou se tak vyskytnout
panické a anxiotické stavy, depersonalizace, pfi¢emz halucinace se mohou objevit i po delsi
prodlevé, tak jak jsou zndmy v ptipadé LSD. Dale je také uvadéna vyssi incidence depresi,
nachylnost k rozvoji psychdz a dlouhodobé uzivani mize vést k poskozeni vnimani a paméti.
V téchto souvislostech je vyznam kladen predevsim na zéavislost davky a predispozici jedince.
V souvislosti s ovlivnénim psychomotorickych funkci je nutné upozornit na problém
nevhodnosti fizeni motorovych vozidel a obsluhy strojii pod vlivem konopi (kanabinoidi).
Zneuzivani drogy muze vést k hlubokym zméndm v lidském organismu, k poskozeni
imunitniho systému, k teratogenezi, k potenciaci hormonalnich funkci piisobenim na jejich
regulatory. Nasledkem muze byt impotence (u Zen prechodné zvySeni libida), sterilita,
nebezpeci trvalého poSkozeni mozku, pii koufeni drogy je silné¢ drazdéno dychaci ustroji,
dochdzi ke zméndm psychiky. Zevni kontakt s drogou muize zpiisobit dermatitidu, blefaritidu,
konjuktivitidu a keratitidu 2> 3% 3%

Na uzivani konopné drogy vznika zavislost, i kdyz v mensim rozsahu nez jak je
udavano u alkoholu, heroinu nebo kokainu. Za tento efekt, spolu i s vétSinou ostatnich
farmakologickych ucinkd, jsou zodpovédné hlavni sekundarni metabolity kanabinoidy. Lidi
vyhledavajicich 1ébu této zavislosti v posledni dekdd¢ vyznamné piibylo, pravdépodobné

diky vysoce kvalitni dostupné droze. Nejcastéjsi udavané divody lécby jsou nespokojenost,
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nizka produktivita, interpersonalni, rodinné a finan¢ni problémy, problémy s paméti. Castéjsi
uzivani znamena vyssi riziko rozvoje zavislosti. Abstinen¢ni syndrom Se projevuje depresemi,
podrazdénosti, poruchami spanku a unavou, sniZenim pfijmu potravy, pocenim, slinénim,
touhou po droze. Vyznamnost zavislosti ukazuje 1 délka abstinen¢niho syndromu, ktera mtze
u dlouhodobého silného uzivéani trvat az 1 mésic. Rozvoj zéavislosti a nezadoucich uc¢inkl
zavisi na ptredchozich zkusenostech s uzivanim drogy a na davce, pfi¢emz adolescenti jsou
vice nachylni nez dospé€li. Lécba zavislosti na konopi vyuziva predevSim multisystémovou
psychosocialni terapii, pficemz ve farmakoterapii se zatim osvédcily pouze THC, Rimonabant
(CB; antagonista) a 1éCiva ovliviiujici CNS typu antidepresiv a anxiolytik (mirtazepin,
buspiron) %637,

> 3.2.1 Nezadouci ucinky, bezpecnost a interakce s ostatnimi léky

1.6 Ostatni vyuzivané konopné suroviny

S konopim je spojovan ptredev§im obsah psychoaktivnich kanabinoidl, které jsou
Vv pfirod¢ jedine¢né a zapfi€iniuji vyrazné farmakologické ti€inky. Vyznamné je ovSem vyuziti
celé rostliny, které¢ vychazi jiz z dob, kdy bylo konopi vyznamnou surovinou kazdodenniho
zivota. Jedna se o produkci kvalitnich vldken pro technické ucely a zdroj vysychavého oleje
vyuZzitelného v potravinafstvi nebo kosmetice. Velmi zajimavou oblasti jsou predevSim
poznatky tykajici se nenasycenych mastnych kyselin a jejich vlivu na lidské zdravi 12)

Obsah kanabinoidli v produktech vyrabénych zkonopi znané zavisi na
chemovarietach rostlin, ze kterych jsou produkty ziskavany. Obecné lze fici, ze veSkeré
komer¢ni produkty, at’ se jedna o olej, semena, mouku, napoje, cokolddu, Sampony a dalsi,
obsahuji stopova mnozstvi kanabinoidli. Nejrozsifenéjsi je CBD, ktery obsahuji povolené
odrtidy rostlin péstované v EU, ptficemz vysoky obsah A%-THC naznacuje ptivod rostlin mimo
EU scelkové vySSim obsahem této psychotropni latky. ZvySeny obsah kanabinoid
v konopném oleji mize byt zptsoben nedokonalymi skliziiovymi postupy nebo nedokonalym
procisténim semen, zpusobujicimi kontaminaci oleje ulpivajici pryskyfici. Ze studii vyplyva,
ze 1 nadmérna konzumace konopnych produktd nevede k pozitivnim vysledkiim testii na
kanabinoidy, at’ se jedna o test moce u oralné pouzivanych ptipravkii nebo analyzu vlast u
kosmetickych ptipravkl. K pozitivnim vysledkim by mohlo dojit pouze po konzumaci
produktii vyrobenych z rostlin s vysokym obsahem A>-THC z nelegalnich zdrojii, a proto je

nutné provadét kontrolni chemické analyzy konopnych produktt 38,39,40,41)

13



1.7 Konopny oleje

Konopny olej se ziskava lisovanim nebo extrakci ze semen Cannabis sativa L.
Lisovani za studena nebo extrakce za superkritickych podminek jsou nejvyhodnéjsi postupy
Z hlediska zachovani obsahovych latek, pricemz aplikace mikrovinného zafeni pti extrakci po
uritou dobu miize pfinést dodatedné pozitivni zmény v kvalité oleje *2. Barva oleje je od

4349 Bylo by chybou

nazloutlé az po tmavé zelenou a vyznacuje se ofechovou chuti
zamenovat tento olej s jinymi konopnymi produkty, pfedevSim s ethanolickym extraktem
konopné pryskyfice, ktery obsahuje az 60 % A>-THC a v anglické literatufe se nazyva
,cannabis oil“ nebo ,,hash oil“ neboli ,,hasiSovy olej* 13,25,33)

Kvili obsahu nenasycenych mastnych kyselin je konopny olej nachylny k oxidaci,
ktera je zvySovana teplem a svétlem. Z tohoto divodu je olej zbyteéné pouzivat na fritovani
nebo peceni a dava se prednost jeho pouziti za studena jako stolniho oleje 2 7z pramyslového
vyuZiti 1ze zminit vyrobu biopaliv a plastickych hmot )

» 2.3 Obsahové latky konopného oleje
» 3.4 Farmakologické ucinky a potencial vyuziti polynenasycenych mastnych

kyselin konopného oleje

1.8 Legislativa souvisejici s konopim

V CR je péstovani konopi legislativné oSetieno zdkonem o navykovych latkach 3
ktery zakazuje péstovat druhy a odridy rostliny konopi (rod Cannabis), které mohou
obsahovat vice nez 0,3 % latek ze skupiny tetrahydrokanabinold. Tyto je spolu s konopnou
pryskyfici zakézano ziskévat. Pro ucely zdkona se konopim rozumi nadzemni ¢ast rostliny,
jejiz soucasti muze byt také kvetouci nebo plodonosny vrcholik. Rostliny obsahujici vysokou
koncentraci THC, ptipadné dalSich Zadoucich kanabinoidi, se vyuZivaji ve vyzkumu a pro
potfeby mediciny. Bedrokan, Bedrobinol a Bediol jsou naptiklad odridy poskytujici susenou
drogu (Cannabis flos) vydavanou na I¢katsky predpis v holandskych lékéarnach, liSici se v
pomémém obsahu THC a CBD ** %) \/ soudasné dob& na eském trhu neni registrovany
lécivy pripravek obsahujici konopny extrakt, tinkturu, dronabinol nebo jiny 1é¢ivy piipravek
na bazi konopi (podle osobniho sdéleni Jitky Zidlické, Tiskové a informaéni oddéleni SUKL,
11. 3. 2008). Lékarna vSak piedstavuje dulezité zdravotnické zafizeni s povolenim Kk
zachazeni s navykovymi latkami a piipravky, které ma potencidl vydavat 1éCiva na bazi

konopi a kanabinoidii s nezbytnym informacnim doprovodem (tab. 4).
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Z dulezitych kultivard THC bohatych rostlin znamych ptedev§sim z Holandského trhu
lze zminit Skunk®™ (nazev ziskal diky vyznamnému pachu), Durban®, Northern lights® &i
White widow atd., které jsou znamé predevsim pro rekreacni uzivatele marihuany 1147 Na
tomto mist¢ je ovSem nutné upozornit, ze nedovolend vyroba, dovoz, vyvoz, prodej a
prechovavani takovychto odrid (s vysokym obsahem THC) je v CR nelegélni a hrozi za né
sankce podle trestniho zakona (¢. 40/2009 Sb.). Toto nové znéni platné od 1. 1. 2010 zatazuje
konopi jako mekkou drogu se sankci odnéti svobody na 1 rok za pfechovavani a 6 mésict za
pestovani v mnozstvi vétsim nez malém. Dalsi sankce se pohybuji od penézitych trestli az po
odnéti svobody do 8 let, podle zavaznosti trestného ¢inu. Mnozstvi vEtsi nez malé je noveé
definovdano a vyddvano v nafizenich vlady, paralelné s trestnim zakonem a vychazi ze
zavazného pokynu policejniho prezidenta (€. 39/1998), pokynu nejvyssiho statniho zastupce
(¢. 6/2000) a odbornych vyjadieni. Pro THC je mnozstvi vétsi nez malé stanoveno od 1,0 g
(asi 20 davek po 50 mg) a pocet peéstovanych rostlin vice nez 3. Mnozstvi mensi nez malé je
pak hodnoceno podle zdkona o ptestupcich (¢. 200/1990 Sb.), kde hrozi penézité sankce do
15000 K& *® %) CR se fadi ke statim s nizkou toleranci k péstovani a uzivani konopi
S vysokym obsahem psychoaktivnich kanabinoidd, i kdyby bylo pouzivano pouze pro vlastni
ucely, pfipadné pro vlastni empirickou terapii onemocnéni. Soucasny trend, jak je patrno z
nového trestniho zékona, se snazi najit kompromis mezi liberalngj$im pojetim a radikalnim
odmitanim veskerych drog a nové je rozdéluje podle miry jejich zneuzivani a nebezpec€nosti.
K tplnému osvobozeni péstovani a uzZivani konopi pro vlastni potfebu v novém trestnim
zédkoné nedochazi. Zalezi ptfedevSim také na rozhodnuti statniho zastupce a predev§im na
rozhodnuti soudu, jak budou hodnotit jednotlivé individualni piipady *.

Je nepochybné Ze konopi je drogou, kterd ovliviiuje lidsky centrélni nervovy systém, a
proto podléhd zdkonnym ustanovenim jednotlivych statll, at’ benevolentnimu nebo striktnimu
zakazu uZzivani. Velice diskutabilni otdzkou nejenom ceskych zakonl se tak stava povoleni
pouzivani konopi pro lidi s riznymi zdravotnimi problémy, kterym obsahové latky ptinaseji
ulevu. Tato problematika je slozitym a rozsahlym tématem zékonodarcti, drogové politiky,
mozného vzniku zavislosti a dal§ich zdravotnich problémd, ale také uvédoméni a porozuméni

problému laickou vetejnosti.
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Tab. 4: Zatazeni konopnych produktii podle zakona o navykovych latkach & 167/1998 Sb. 3V

Pfiloha ¢. 1 zakona.

Konopi  extrakt  a | Omamné latky zatazené¢ do seznamu |

tinktura, podle Jednotné Umluvy o omamnych Recept a Zadanka
latkach musi byt oznaleny
Ptiloha €. 5 zakona. modrym pruhem.
Dronabinol.

Psychotropni latky zatazené do seznamu II

podle Umluvy o psychotropnich latkach.
Priloha ¢. 3 zakona.

Konopi. Omamné latky zafazené do seznamu IV Mohou byt pouZity

Pryskyfice zkonopi. | podle Jednotné Umluvy o omamnych | POU%€ k védeckym a
latkach velmi omezenym
Ptiloha ¢. 4 zakona. terapeutickym

Tetrahydrokanabinoly,

y . Psychotropni latky zatfazené do seznamu | uceltm.
vSechny izomery.

podle Umluvy o psychotropnich latkach.

1.8.1 Forenzni analyza

Policejni kriminalistické laboratofe, odbor kriminalisticko technickych expertiz
(OKTE), vyuzivaji k testovani ptitomnosti THC v zabavenych vzorcich rostlinného materialu
metodu plynové chromatografie sdetekci FID. Alternativni metodou je vysokoucinna
kapalinova chromatografie s UV/VIS detekci, kterou je mozné detekovat piivodni koncentrace
THC 1 THCA, diky vylouceni zahfivani vzorku (podle osobniho sdéleni Ing. Ivo Vykydala,
OKTE, Hradec Kralové). Pfi chemické analyze by meéla byt pouzita metoda schopna
detekovat jak THC tak 1 THCA a nasledné¢ souctem koncentraci kvantifikovat celkové
mnozstvi psychoaktivniho THC, které vznika pii aplikaci drogy po jejim zahtati. Druhou
moznosti je kvantitativni pfevedeni THCA na THC pted vlastni analyzou. Z uvedenych
zdrojii vyplyva, ze pfeména THCA na THC pii analyze plynovou chromatografii vsak
neprobihd kvantitativné 50.51)

V analyze biologického materialu, zejména krve a moci, se vyuziva detekce vlastnich
kanabinoidd a jejich télnich metabolitii, predev§im nejdulezitéjsich 11-OH-THC a THC-9-
COOH. Tyto testy provadi soudni znalci v oboru toxikologie a specializované toxikologické
laboratofe, napiiklad Ustavy soudniho 1ékatstvi nebo Ustavy klinické biochemie a
diagnostiky ve fakultnich nemocnicich. K pfedbéznému screeningu jsou pouzivany

imunochemické metody, po kterych nasleduje chemickd analyza s cilem identifikovat a
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kvantifikovat celou $kalu kanabinoidli a jejich metabolitd i ve stopovych koncentracich.
K dispozici jsou systémy tenkovrstvé chromatografie (Toxi Lab® THC II spoletnosti Varian
Inc.), dale pak plynova a kapalinova chromatografie s detekci hmotnostnim spektrometrem 52
53, ktery v dnesni dob¢ predstavuje za danych podminek vysoce selektivni (minimalni
moznost interference ze strany strukturalné podobnych latek) a velmi citlivy analyticky
detektor (detekéni limit podle testovaného metabolitu, nejcastéji 1 ng/ml pro THC-9-COOH).
Kazdy obcan ptipadné také zaméstnavatel ma moznost monitorovat pouzivani marihuany a to
pomoci komeréné dostupnych detekénich systémti. Tyto screeningové metody pracuji na
zaklad¢ imunochemické reakce vazbou testovanych metabolitl (nejcastéji THC-9-COOH v
moc¢i, THC v potu a slinach) se specifickymi protilatkami a vétSinou se interpretuji
pfitomnosti ¢i nepfitomnosti daného zbarveni na detekénim prouzku (Dynex Test”™, OralStat®”
Mavand, DrugWipe, Cozart®, Envitec SmartClip®, Bio-Rad Tox/See™, Triage®, Syva®”
Rapid Test atd.). Jedna se vSak pouze o pfedbézny test, jehoz pozitivni vysledky je nutné vzdy
potvrdit dalsi analytickou metodou. K testovani se nejcastéji pouziva moc¢, pot nebo sliny. Je
mozné také pouzivat stéry z ploch, jako jsou kldvesnice, mobilni telefon a dals§i osobni véci.
Detekéni limity jsou udavany vyrobcem a koresponduji s pfedpokladanymi koncentracemi
testovanych metabolitdl v jednotlivych biologickych vzorcich >* %) Policie Ceské republiky a
ojedin¢le také mestska policie pouziva takovychto detekénich systémt predevsim
v souvislosti s fizenim motorovych vozidel pod vlivem omamnych a psychotropnich latek.
Vyuziti vlasi ma vyznam spiSe kriminalisticky ve zvlastnich pfipadech a analyza vyZaduje
kvalitni laboratorni vybaveni na bazi hmotnostni spektrometrie se zabezpecenim proti
kontaminaci laboratorniho prostoru hledanymi analyty (podle osobniho sdéleni PharmDr.
Viktora Votiska, Ustav klinické biochemie a diagnostiky, Fakultni nemocnice Hradec

Kralové) %),
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2. Obsahové latky Cannabis sativa L.

Metabolizmus konopi je velice komplexni a celkové je popisovano vice nez 480
sloucenin. Velkou c¢ast znich tvoii primarni metabolity, jako jsou aminokyseliny, cukry,
lipidy, steroidy nebo jednoduché¢ fenolické latky. Vyznamna je ovSem produkce sekundarnich
metabolitl, kde nejzajimavéjsi struktury predstavuji kanabinoidy a dale jsou zastoupeny
flavonoidy, lignany, dihydrostilbenoidy a piibuzné metabolity, latky terpenového

metabolizmu a i nékolik zastupct alkaloidl 57.58)

. Biologicka role sekunddrnich metaboliti v
konopné rostliné neni pln¢ zndma, ale v ptipad¢ kanabinoidl se predpokladd ochranny vliv
diky jejich antifungdlnim a antibakteridlnim U¢inkim a ochrana proti predatorim.
Dihydrostilbeny a ostatni fenolické latky pfedstavuji také ochranné slouceniny pro rostlinu a
jsou vyuzivany i jako regulatorni hormony. Podobné protektivni a signalni ucinky lze

predpokladat i u terpenti * 59,

2.1 Kanabinoidy

Kanabinoidy ptfedstavuji nejvice studované sekundarni metabolity konopi s vyraznymi
farmakologickymi ucinky. Doposud bylo popsdno 83 riiznych struktur. Nésledujici vycet
udava jednoltivé typy kanabinoidii a v zdvorce pocet identifikovanych zastupct (obr. 1): typ
kanabigerolovy (12), kanabichromenovy (9), kanabidiolovy (7), Ag-tetrahydrokanabinolovy
9), A8-tetrahydrokanabinolovy (2), kanabicyklolovy (3), kanabielsoinovy (5), kanabinolovy
(7), kanabinodiolovy (2), kanabitriolovy (9) a dal$i rizné kanabinoidni struktury (18).
Vyzkum konopi je od 60. let 20. stoleti do dneSni doby pokryt mnoha publikacemi
popisujicimi identifikaci novych ¢i znamych metaboliti 57.58.60,61) Noyg byly izolovany takeé
estery kanabinoidd s mono- a seskviterpeny 2.

Kanabinoidy vznikaji smésnou biosyntézou kombinaci dvou metabolickych drah.
Jednd se o acetitovou metabolickou drahu, zniz vznika polyketidovy fetézec a
deoxyxylulozovou drahu lokalizovanou v plastidech vedouci k monoterpenu geranyl
difosfatu, které vytvori specifickou skupinu Cj, respektive Cjy; (neutralni forma)
terpenofenolickych latek. Mevalonatova biosynteticka cesta lokalizovana v cytosolu je

9. 83)  pryni

V tvorbé geranyl difosfatu pravdépodobné vyuZivana jen velice omezené
molekula zabudovana do struktury kanabinoidu v acetatové draze neni acetyl-CoA, ale jedna
se 0 hexanoyl-CoA, jehoz fragment v podobé postranniho pétiuhlikatého fetézce je

rozpoznatelny ve velké vétSiné kanabinoidl. Claisenovou kondenzaci jsou k hexanoatu
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ptikondenzovany 3 molekuly acetyl-CoA (v aktivované form¢ malonyl-CoA) a je vytvoren
polyketidovy fetézec, jehoz cyklizaci (aldolovd kondenzace) je vytvofena olivetolova
kyselina. Tento fetézec reakci je fizen olivetol syntazou. Nasleduje C-alkylacni reakce, kterd z
geranyl difosfatu a olivetolové kyseliny vytvoii kanabigerolovou kyselinu, ktera tvoti zaklad
pro dalsi cyklizace v monoterpenové ¢asti a tim pro Sirokou skéalu kanabinoidnich struktur
(obr. 2). Krok pfikondenzovani je enzymaticky fizen prenyldzou geranyl difosfat:olivetolat
geranyltransferazou, ktera miize akceptovat i neryldifosfat *” a mohou tak vznikat trans- nebo
cis- izomery kanabigerolové kyseliny. Predpoklada se také existence vice izoforem daného
enzymu. Konformacni zména na dvojné vazbé v monoterpenové casti miize byt také
racionalné¢ vysvétlena tvorbou allylového kationtu, ktery nasledné umozni elektrofilni
cyklizaci obdobnou jako u ostatnich terpenovych derivati (obr. 3). V intaktni rostlin€ je také
tento krok fizen enzymaticky oxidocyklazami, a to syntazou kanabidiolové kyseliny, A®-
tetrahydrokanabinolové kyseliny a kanabichromenové kyseliny, které byly doposud
charakterizovany. Syntaza A’-tetrahydrokanabinolové kyseliny byla identifikovana pouze
Vv zasobnich vezikulach Zlaznatych trichomt, coZz doklada exkluzivitu tvorby THC pravé
v této morfologické Ccasti rostliny a dale také prezentuje zasobni organ jako soucast

v biosyntetické draze ™ 59,

Izolované kanabinoidy jsou olejovitého charakteru bez pachu .

Primarné jsou
kanabinoidy biosyntetizovany ve formé karboxylové kyseliny, kterd je jiz béhem rostlinného
rustu a pfedev§sim nésledné v poskliziovém pribéhu dekarboxylovana a je tak tvofena
neutralni forma kanabinoidu. Vzhledem k enzymatické tvorbé jsou koncové produkty chiralni
slouceniny, jejichZ absolutni konfigurace ma vyznamny efekt na jejich biologickou aktivitu.
Piedevsim chirdlni centra 6aR a 10aR, dale pak fenolick4 a metylova skupina v pozicich 1 a 9
(Cislovani dle dibenzopyranu) a postranni alifaticky fetézec jsou dulezité z hlediska
terapeutického vyuziti. Biosyntéza kanabinoidi miZe byt didle pozménéna nahrazenim
hexanoyl-CoA v prvotnich fazich acetatové drahy, pfiCemz mohou vznikat kanabinoidy
s rizné dlouhym postrannim fetézcem. Po klasickych kanabinoidech jsou nejvice zastoupeny
slouceniny s tfiuhlikatym postrannim fetézcem charakterizované koncovkou —varin, kde je
hexanoyl-CoA nahrazen butyryl-CoA %8 %9,

Je vyuzivano 5 riznych Cdislovacich systémi chemické struktury kanabinoidu.
Cislovéani na zakladé dibenzopyranu a monoterpenové ¢islovani zalozené na p-cymenu patii
K nejpouzivangjsim a jsou uzivany i v této disertani praci. Nejvyznaméj$imi zastupci

kanabinoidi jsou (-)-A%-trans-(6aR, 10aR)-tetrahydrokanabinol (THC; [a]p = —140°) a
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(-)-trans-(3R, 4R)-kanabidiol (CBD; [a]p = —139,5°) na nichZ jsou prezentovany cCislovaci
systémy (obr. 2) 58,65

I kdyz jsou kanabinoidy specificky véazany na konopi, byly objeveny podobné
struktury i v jinych rostlinach. Jedna se o isoflavonoidy v Desmodium cant (Fabaceae), kde
substituce geranylem a jeho pteskupenim podobné¢ jako u konopi je dosazeno kanabinoidniho
skeletu (desmodianony). Kanabinoidim podobné slouceniny, které vychdzeji z bibenzylové
struktury, byly také ob&veny v jatrovce Radula perrottetii (Radulaceae) (obr. 4) 7).

» 3.2 Terapeutické vyuziti kanabinoidii a pouZivana léciva.
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Obr. 1: Rozdéleni kanabinoidli na zakladé chemické struktury %),
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Obr. 2: Biosyntéza kanabinoida **>.
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Legenda k obr. 2:

(1)... Olivetol syntaza.

(2)... Geranyl difosfat:olivetolat geranyltransferaza.
(3)... Syntaza A’-tetrahydrokanabinolové kyseliny.
(4)... Syntaza kanabidiolové kyseliny.

Obr. 3: Konformace geranyl difosfatu B

@
< N Y ®!
L» B S <—>| B

2.2 Ostatni vyznamné sekundarni metabolity konopi

Ostatni sekundarni metabolity konopi ptedstavuji Sirokou Skalu sloucenin odvozenych
Z acetatové 1 Sikimatové biosyntetické cesty. Terpenovy metabolizmus je v konopi hojné
roz$iten a 1ze ho vypozorovat v mnoha konopnych metabolitech.

Flavonoidy jsou Siroce rozsitené v celé¢ rostlinné fiSi a jejich biosyntéza obecné
probiha kombinaci Sikiméatové a acetatové cesty 1359 Chalkon syntaza patfici do rodiny
polyketid syntdz je vramci acetdtové cesty kliCovym enzymem. Poznatky o rtznych
enzymech této rodiny a o jejich izoformach jsou nezbytné k odhaleni fizeni metabolickych
cest, toku primarnich metaboliti a jejich zpracovani do naslednych sekundarnich struktur.
Vzhledem k tomu ze acetatova draha je také soucasti biosyntézy kanabinoidd, vyvstava
moznost smé&fovani biosyntézy do flavonoidniho pfipadné stilbenového metabolismu na ukor
kanabinoidd. Jednou z dalsich soucasti vyzkumu souvisejiciho s touto disertacni praci bylo
praveé studium exprese polyketid syntaz v intaktnich rostlinach a v odvozenych kulturach 68),
V konopi bylo identifikovano 23 flavonoidd napf. C glykosidy vitexin a orientin a jejich
glukosidy a rhamnoglukosidy. Z dalsich flavonoidi lze zminit aglykony kaempferol,
kvercetin, apigenin nebo luteolin a jejich glukosidy, sophorosidy a glukuronidy % 70 7% 72.73)
Zajimavé flavony predstavuji kanflavin A, B a C a 6-prenylapigenin, které jsou substituovany
prenylovou skupinou nebo geranylem v pozici 6 nebo 8 (obr. 4) * ™ ™ Podobné struktury
byly nalezeny také napriklad v rostlinach Dorstenia manii (Moraceae) '® ’”, Erithrina
mildbraedii (Fabaceae) ®, Diplotropis ferruginea (Fabaceae) ', také v propolisu 2, nebo

prenylované isoflavonoidy v rodu Sophora &Y.
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Biosynteticky podobnou skupinou flavonoidiim jsou dihydrostilbenové (bibenzylové)
metabolity, dihydrofenantreny a spiroindany, které ptedstavuji velice strukturalné rozmanitou
skupinu latek. Lze nalézt slouCeniny obsahujici dvé benzenovd jadra jako napf.
kanabistilbeny, kanipren, ale také Sirokou Skalu tricyklickych sloucenin napt. kanithreny a
kanabispirony (obr. 4) °% 7 82 83.84.89) 1 tvt6 slouGeniny byly nalezeny v jinych rostlinach,
napf. vjiz zmifiované Radula perrottetii (Radulaceae) ®” nebo v orchideji Dendrobium
amoneum (Orchidaceae) . Celkem bylo identifikovano v konopi asi 30 fenolickych latek,
spolu s floroglucinolem, ktery byl objeven pfi studiu pfitomnosti olivetolové Kkyseliny
v rostling %8 787,

V konopi byla identifikovana celé¢ skala terpent, az 120 latek, pficemz nejvice
zastoupeny jsou mono a seskviterpeny. Tyto jsou diky své tékavosti zodpovédné za vyrazny
pach rostliny a drogy, predevs§im pak limonen a 3-myrcen 57.88.89)

Z dalSich metabolitii byly v konopi identifikovany alkaloidy, které jsou zastoupeny
strukturou kanabisativinu a anhydrokanabisativinu, které jsou biosynteticky odvozené od
spermidinu (obr. 4) 5% %%, Arylnftalenové derivaty kanabisin A — G ptedstavuji v konopi

92, 93, 94)

skupinu lignanamida , které byly také nalezeny napi. v Mitrephora thorelii

(Annonaceae) *® nebo Jucquemontia paniculuta (Convolvulaceae) *®.

» 3.3 Ostatni sekundarni metabolity s vyznamnymi farmakologickymi vilastnostmi.
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Obr. 4: Ostatni sekundéarni metabolity > " 747,
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2.3 Obsahové latky konopného oleje

Konopna semena obsahuji 26 az 37 % vysychavého oleje, jehoz slozeni je zavislé na
klimatickych podminkach a zvolené odriidé. Nejvyznamnéjsi obsahové latky konopného oleje
jsou mastné kyseliny a pfedevsim jejich polynenasycené formy, kterych obsahuje 70 — 80 %.
Jejich obsah zavisi pfedevsim na environmentéalnich faktorech 33, 44) Tabulky 5 a 6 udavaji
zastoupeni jednotlivych nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin s jejich pramérnym
obsahem, ktery odpovida odridé Beniko. Ta se v jedné ze studii, kterd zkoumala 51 riznych
odrtd, umistila na prvnich mistech v produkci kvalitniho oleje s primérnym vytézkem 34,5 %
13, 44) Konopny olej je alternativnim zdrojem jak y-linolenové kyseliny, kterd se ziskava z
brutnakového a pupalkového oleje, tak také linolové kyseliny ziskdvané z Inéné¢ho a
slune¢nicového oleje ** %7,

Dale semena obsahuji 25 % proteini a az 28 % vlakniny. Konopné proteiny jsou
rovnocenné napiiklad proteinim vajecného bilku nebo s6ji a predstavuji kvalitni nutriéni
zdroj ptfedev§im diky obsahu esencidlnich aminokyselin a dobré stravitelnosti. Semena
obsahuji vitaminy thiamin a riboflavin, vitamin E a z mineral fosfor, draslik, hoi¢ik, vapnik,
sodik, mangan a méd’. Zajimavy je také obsah Zeleza a zinku, které jsou dalezitymi kofaktory

34, 98, 99)

Vv lidském metabolismu mastnych kyselin . Plastochromanol-8, coz je derivat y-

tokotrienolu, vynikd svymi antioxidacnimi vlastnostmi v ochran€ nenasycenych mastnych
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kyselin *. Celkovou vlastnosti oleje je jeho antioxidacni aktivita ®”. Ze sekundarnich

rostlinnych metabolitti byly detekovany myrcen a B-karyofylen. Ve stopovych mnozstvich
olej obsahuje B-sitosterol a methylsalicylat 10,
» 3.4 Farmakologické ucinky a potencial vyuziti polynenasycenych mastnych kyselin

konopného oleje
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Obr. 5: Biosyntéza nenasycenych mastnych kyselin a jejich vztah k metabolismu eikosanoidti
13,97, 102)

COOH

kyselina stearova 18:0

A’-desaturasa desaturace smérem
rostlina & termindlnimu methylu rostlina

kyselina olejova kyselina linolova kyselina a-linolenova
18:1 (9¢) 18:2 (9c, 12¢) 18:3 (9¢, 12¢, 15¢)
®-9 ®—6 ®-3

desaturace sméerem
ke karboxylovému konci

zivoGich |  A®-desaturasa zivocich zivoCich
Y Y Y
o COOH - COOH - COOH
kyselina oktadekadienova kyselina y-linolenova kyselina stearidonova
18:2 (6¢, 9¢) 18:3 (6c, 9c, 12¢) 18:4 (6¢, 9c, 12c¢, 15¢)
®-9 o-6 ®-3
prostaglandiny série 1 kyselina arachidonova EPA, DHA
1.5-hydr0>§y-dih0.m0-y- prostaglandiny série 2 (PGE,) prostaglandiny série 3
linolenova kyselina leukotrieny série 4 (LTB,) leukotrieny série 5
tromboxan A, tromboxan A;
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Tab. 5: Primérny obsah nasycenych mastnych kyselin v konopnych semenech “),

Néizev kyseliny Prumerny obsah v semenech
[9/100g]
Mpyristova, 14:0 0,01
Palmitova, 16:0 1,97
Margarinova, 17:0 0,02
Stearova, 18:0 0,82
Arachidova, 20:0 0,25
Behenova, 22:0 0,09
Lignocerova, 24:0 0,04
Tab. 6: Primérny obsah nenasycenych mastnych kyselin v konopnych semenech “)
Nazev kyseliny Primeérny obsah v semenech [g/100g]

Hexadecenova, 16:1 (7c) 0,04
Palmitolejova, 16:1 (9¢) 0,01
Vakcenova, 18:1 (11c) 0,25
Olejova, 18:1 (9¢) 3,35
Linolova, 18:2 (9c, 12¢) 18,48
a-linolenova, 18:3 (9¢, 12¢, 15¢) 7,17
v-linolenova, 18:3 (6¢, 9¢, 12¢) 0,66
Stearidonova, 18:4 (6¢, 9¢, 12¢, 15¢) 0,31
Gondoova, 20:1 (11c) 0,13
Ikosadienova, 20:2 (11c, 13c) 0,02
Erukova, 22:1 (13c¢) 0,01
Nervonova, 24:1 (15¢) 0,06
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3. Farmakologické vlastnosti

Kanabinoidy, jako hlavni farmakologicky aktivni obsahové latky, jsou zodpovédné za
ucinky konopné drogy. Odlisna farmakologicka aktivita riznych typd kanabinoidl a jejich
vzajemné interakcemi v lidském organizmu, vedou ke slozitému systému, ktery lze tézce
hodnotit farmakologickymi a klinickymi testy. Proto je vétSina vyzkuml zaméfena praveé na
dva hlavni zastupce THC a CBD D T vétiina ostatnich kanabinoidii vykazuje urcity stupen
aktivity na kanabinoidni receptory, od agonistického ptisobeni (kanabinol, A®-
tetrahydrokanabinol) po antagonistické (tetrahydrokanabivarinu). Z hlediska dalSich tc¢inkt
analgetické ucinky, derivaty kanabichromanonu byly testovany s ¢astenym Uspéchem pro
antimalarické a antileishmaniézni G&inky ** & 103) Dutlezitym zdrojem farmakologickych
informaci je také celd Skdla obménénych chemickych struktur klasickych kanabinoidi i
slouCenin zcela strukturné odlisSnych od fytokanabinoidd, které plsobi jako agonisté nebo
antagonisté na kanabinoidnich receptorech (obr. 6). Konopné flavonoidy, terpenové latky
nebo dihydrostilbeny ptedstavuji dal§i vyznamné rostlinné metabolity s G¢inky na lidsky
organizmus. Tyto se mohou dale podilet na celkovém plisobeni konopné drogy ovlivnénim
farmakokinetiky i1 farmakodynamiky kanabinoidi, nebo pisobit vlastnimi specifickymi
Géinky 109),

3.1 Lidsky endokanabinoidni systém

Kanabinoidni receptory spolu s endogennimi kanabinoidy souhrnné tvofi
endokanabinoidni systém. Podle novych poznatkii jsou do né&j zaClenovany také enzymy
tvorby a degradace endokanabinoidti a spolu se specifickym membranovym pienaseCem se

tak stdvaji moZnym mistem zésahu potencialnich [é¢iv 104

. Fytokanabinoidy pfitomné
Vv konopi sice nejsou chemicky pifibuzné endogennim latkam, ale sdili jejich ucinky (obr. 1,
6). V pocatcich vyzkumu byla aktivita kanabinoidt pfipisovan ovlivnéni buné¢nych membran
nespecifickym mechanizmem u¢inku diky jejich lipofilnimu charakteru. V roce 1988 byl
ovSem objeven receptor s vysokou afinitou k fytokanabinoidiim, ktery byl oznacen CBj, jez
Vroce 1993 doplnil druhy receptor CB,. Tyto vyznamné objevy tak odstartovaly vyzkum
zcela nového lidského signalniho systému. Kanabinoidni (CB) receptory jsou vyvojové velmi

staré a lze je nalézt i u ostatnich savcd, ptakid, obojzivelniki nebo ryb . CB; i CB; jsou

soucasti rodiny receptort, jejichz aktivita je v bufice pienasena G-proteinem (Gj,). Tento
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systém je spjat s adenylat cyklazou, ktera je aktivaci receptort ovliviiovana negativné ¢imz je
tvofeno méné cAMP. Druhym signalnim pfenaseCem je mitogenem aktivovana proteinkinaza,
ktera je ovliviiovana pozitivné. CB; receptory také prostfednictvim zminovanych signalnich
drah ovliviuji riizné typy iontovych kanala (K, Ca2+), produkci oxidu dusnatého, mobilizuji
arachidonovou kyselinu a pravdépodobné piisobi i dalsimi mechanizmy ucinku, které jeste
nejsou zdaleka prozkoumény a nemusi byt spjaty se znamymi receptory * 105 Nekteré
Z ucinkl endokanabinoidll jsou pravdépodobné pienasSeny rovnéz jinymi typy receptorti, napi.
vaniloidnim typem receptoru TRPV1, didle PPARy, nebo mohou piisobit jako modulatory na

alosterickych vazebnych mistech napf. u muskarinovych a glutamatovych receptori ** 1%

107)

Dalsim dulezitym poznatkem je rozmisténi ES v lidském téle. CB; receptory jsou
nejvice zastoupeny v centralni nervové soustavé (CNS), pfi¢emz jejich heterogenni rozmisténi
ma velky vyznam z hlediska G¢inki kanabinoidii na jednotlivé Casti mozku. Takto lze
napiiklad vysvétlit uc¢inky na vnimani, pamét nebo motorické funkce, diky zastoupeni
receptori v mozkové kufe, hippokampu, bazédlnich gangliich nebo v mozecku 105 " \/ztah
k emocim ¢i stresu je spojovan sumisténim CB;j receptori v amygdale, hippokampu,
hypothalamu a prefrontalni klfe, spojitost s ovlivnénim pfijmu potravy mé hypothalamus,
nucleus accumbens, nervus vagus a ganglion nodosum. Dals$i dilezitou lokaci CB; receptori
jsou neurony zajiSt'ujici vnimani bolesti a to v mozku (periakveduktalni Sed’, rostroventralni
¢ast prodlouzené michy, thalamus, hypothalamus, mozkova kiira, limbicky systém, amygdala)
1 mimo n¢j (zadni misni kotfeny, aferentni nervova vlakna) 106,108-112) o, receptory jsou také
pfitomné v gastrointestindlnich a reprodukcnich organech, na imunitnich bunkéach,
sympatickych gangliich, srdci, cévnim endotelu, plicich, mo¢ovém méchyfti, nadledvinkach
nebo hypofyze. Umisténi ES na rtzné lokalizovanych nervovych zakoncenich zajistuje
propojeni kanabinoidni aktivity s excitaénimi a inhibi¢nimi neurotransmitery jako jsou
acetylcholin, noradrenalin, GABA, dopamin, glutamat nebo serotonin, jejichZ uvoliiovani je
zpravidla piisobenim CB receptorti inhibovano. V piipadé excitatornich mediatort se tento jev
nazyva depolarizaci indukované potlaceni excitace, v pfipad¢ inhibitornich mediatord jde o
depolarizaci indukované potlaceni inhibice. Jedna se o druh kratkodobé synaptické plasticity a
spolu s dlouhodobou synaptickou plasticitou tak mize ES ovliviiovat strukturalni a funkcni
vlastnosti neuronil a synapsi po dobu nckolika hodin az tydni, coz je dilezité naptiklad pro
mysleni, uéeni a dalsi funkce CNS * 105,106, 109)  Aktivita CB receptoril je regulovana

retrogradné, coZ znamen4, ze endokanabinoidy jsou sekretovany z postsynaptické membrany
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a pusobi na presynapticky ulozené kanabinoidni receptory. ES je diilezitou soucésti nervové
soustavy zajist'ujici strukturalni a funkéni homeostazu a je mu pfisuzovana role stresového
regulatory 1% 114 119),

CB, receptory a jejich funkce v organizmu jsou mnohem méné studovany a
prozkoumény nez jak je tomu u CBj. Jejich aktivita je stejn¢ jako u CB; receptorti spjata
negativné s adenylat cyklazou, oviem bez ovlivnéni iontovych kanalii *®). CB; jsou nejvice
zastoupeny v imunitnim systému, pfedevS§im v B lymfocytech a NK bunkach, dale také
v makrofazich a T lymfocytech. Slezina, thymus, pankreas a tonzily jsou dalSi mista
s vysokym zastoupenim CB; receptori. Dochdzi zde predevsim k regulaci tvorby cytokind,
coz ma za nasledek ovlivnéni Sirokého spektra imunitnich funkci, jako je tvorba protilatek

11, 105, 117) Nov.

nebo proliferace a migrace leukocytt ¢j8i studie ukazuji, ze CB; receptory jsou

zastoupeny i v CNS, zejména v mikrogliovych podpurnych buiikdch a astrocytech, kde
pravdépodobné sehravaji diilezité funkce v procesu zanstu 1% 1% 19)

Doposud nalezené lidské endogenni kanabinoidy jsou derivaty kyseliny arachidonové
(obr. 6). K nejdilezitéjsim patiti  N-arachidonoylethanolamid  (anandamid), 2-
arachidonoylglycerol (2-AG) a 2-arachidonoylglycerylether (noladin ether). Anandamid
pusobi jako parcidlni agonista na oba typy receptorii srovnatelné¢ s THC. 2-AG puisobi
agonisticky také na oba typy receptort, ovSem s vétsi afinitou nez je tomu u anandamidu.
Noladin ma potom signifikantné vyssi afinitu k CB;. Tyto mediatory jsou syntetizovany de
novo z fosfolipidd bun&&nych membran a nejsou skladovany do zasoby % 1 120),
Spoustécim impulzem je depolarizace postsynaptické membrany doprovdzena zvySenou
koncentraci Ca®*, nebo aktivace specifickych receptorii typu G-proteinu (Gg11) doprovazena
uvolnénim intracelularnich zasob Ca?*. Mozna je také jejich vzdjemna kombinace, ktera mlize
mit souvislost s propojeni n€kolika riiznych neurotransmiterovych systémi 104.13) "Uvolnéné
endokanabinoidy se rozpousti v presynaptické membrané, kde reaguji s CB receptory. Béhem
kratké doby jsou z mimobunécného prostoru transportovany difuzi, endocytézou nebo
specifickym prenaseCem zpét do bunék a enzymaticky rozSt€peny, pfi¢emZ transportni
mechanizmus zlstdva nevyfeSenou otazkou. Anandamid je St€pen predevSim hydrolazou
amidu mastnych kyselin (FAAH) umisténou postsynapticky na membranach hladkého
endoplazmatického retikula, Golgiho aparaitu nebo na mitochondriich a 2-AG
monoacylglycerollipazou umisténou presynapticky v bunééném cytosolu. Rlizna substratova

selektivita a heterogenni organové rozmisténi hydrolyzujicich enzymt (kromé uvedenych jsou

identifikovany i dal§i) miiZze mit vztah k regulaci hladiny a délky trvani G¢inku riznych
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endokanabinoidd, piipadné k regulaci rozdilnych signalnich drah jednim endokanabinoidem
21, 104, 108, 121) Degradace se ucastni i COX-2, kterd tak mlze ovlivitovat tonus ES. Zaroven
jsou také tvoreny specifické metabolity typu prostaglandint (PGE,-G, PGl,-G) s biologickou
aktivitou naimunitni, neurologické nebo vaskularni urovni. Zajimava muze byt také
souvislost se standardng pouZivanymi analgetiky typu inhibitora COX 2.

Psychoaktivni fytokanabinoid THC je zodpovédny za ucinky konopné drogy svym
agonistickym puasobenim na CB; a CB; receptorech. V nékterych piipadech bylo ovSem
dokazano i jeho antagonistické piisobeni, zejména v zavislosti na hustoté a vazebné ucinnosti
CB receptorti, coz miize mit vyznam u nékterych nemoci. Pro své agonistické vlastnosti se
stal hlavni ptedlohovou latkou pro syntetické derivaty. Nepsychoaktivni CBD naopak piisobi
antagonisticky na CB; receptorech, ¢imz je zajimavy z hlediska modulace G¢inki THC,
pfedev§im oslabovanim jeho nezadoucich efekti jako jsou sedace, tachykardie nebo
anxiogenni G&inky 2% 1% 124 CBD dale pusobi jako inverzni agonista CB; receptort a 1ze tak
spolu s dalsimi mechanizmy (inhibice cyklooxygenazy a lipoxygendzy, ovlivnéni produkce
vivo pokusti na krysach vyplyva, ze je CBD vyznamna aktivni sloucenina, ovSem c¢asto
prehlizena ve stinu THC. Zajimavé jsou také ucinky antioxidacni a neuroprotektivni, které
mohou byt vyznamné v 1é¢bé Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby. Pozitivni efekty byly
sledovany na diabetes mellitus typu 1, cerebralni ischemii, revmatoidni arthritidu a vyvoj
rakoviny. Z dalSich jsou to antikonvulzivni (terapie epilepsie), anxiolytické, antipsychotické,

. e qs “ o . . 118, 120, 125, 24
antiemetické ucinky a dale pisobi na zlepSeni kvality spanku 8,120,125, 245)

3.2 Terapeutické vyuziti kanabinoidii a pouZivana lé¢iva

Antiemetické ucinky kanabinoidl jsou jednou z prvnich indikaci, ktera odstartovala
éru jejich vyuzivani v terapii. K tlumeni nauzey a zvraceni v souvislosti s chemoterapii u
onkologicky nemocnych jsou k dispozici dva pfipravky — synteticky pfipraveny THC
(dronabinol) registrovany pod nazvem Marinol® (2,5 mg, 5 mg, 10 mg) a synteticky
kanabinoid nabilon pod jménem Cesamet™ (1 mg). Dalsi indikaci Marinolu® je profylaxe a
1é¢ba postoperativni nauzey a zvraceni. Marinol® je registrovanym lé&ivym piipravkem
v USA a Kanadé, Cesamet™ potom navic ve Velké Britdnii. Doporucené davkovani
Marinolu® pro dosp&lé v jeho hlavni indikaci je 5 mg/m? 1 az 3 hodiny pied aplikaci
chemoterapie, pot¢ kazdé¢ 2 az 4 hodiny s maximem 4 az 6 davek za den. V piipadé

postoperativni nauzey a zvraceni je doporuc¢enad davka 5 — 15 mg/m2 kazdych 3 az 6 hodin.
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Cesamet™ je podavan dvakrat denné, 1 az 2 mg. Maximalni denni davka je 6 mg rozd¢lena
do 3 davek . Vyuziti intramuskularné aplikovaného levonantradolu je limitovano
nezadoucimi ucinky na CNS 2Y) Kontrola emeze pomoci kanabinoidi je odivodiiovéna
pritomnosti CB; receptorii v mozkovém kmeni. Inhibice motility zazivaciho Gstroji je potom
zptisobena umisténim CB; receptorti na cholinergnich nervovych zakoncenich myenterického
plexu, zpasobujicich inhibici uvoltiovani acetylcholinu ** 127), Zajem o vyuziti kanabinoidl
v této indikaci postupné¢ upada v souvislosti se zavedenim modernéjsi 1écby pomoci
antagonisti serotoninovych (5-HT3) a neurokininovych (NK-1) receptori, které nemaji
psychotropni nezaddouci Uc¢inky. Nicméné u pacientl u kterych nelze nauzeu a zvraceni
zvladnout konvenéni 1ébou Ize aplikovat terapii kanabinoidy 229,

Stimulace chuti Kk jidlu je moZznym zasahem ke zlepSeni zdravotniho stavu u kachexie,
ktera se vyskytuje u rozvinutych stadii rakoviny nebo u lidi s AIDS. K tomuto Ucelu se
vyuziva agonistického ptisobeni kanabinoidii na CB; receptorech, které podporuje anabolicky
metabolizmus. Pro 1é¢bu anorexie spojené s onemocnénim AIDS je také registrovan piipravek
Marinol®. Doporugené davkovani je 2,5 mg pied jidlem s dennim maximem 20 mg 21, 126)
Prok4zané imunosupresivni G¢inky kanabinoidi, napf. snizovani hladiny CD4" a CD8"
lymfocyt, nehraji v této indikaci negativni roli, i kdyZ pro potvrzeni je nutné provést
doplnujici dlouhodobé studie. Dalsi pozitivni aspekty, udavané pro uzivani marihuany u HIV
infikovanych lidi, jsou lepsi kontrola nauzey a zalude¢ni nevolnosti, zlepSeni anxidznich stavii
a kvality spanku v souvislosti s onemocnénim a antiretroviralni I6¢bou ** *®. Odhaleni
ucinkt kanabinoidi na pfijem potravy vedlo k dal§im vyzkumim v oblasti kontroly
metabolickych procesti. V ES tak byl objeven vyznamny fyziologicky regulator energetického
metabolizmu, ktery ma vliv na pfijem potravy a kalorické vyvazenosti. V tomto procesu jsou
zapojeny casti CNS uvedené v predeSlém textu, ale také periferni tkdné¢ zahrnujici bilou
tukovou tkan, jatra, slinivku, stieva a pficné¢ pruhované svaly. Objevenim antagonisti
kanabinoidnich receptorii se tak staly dalSimi terapeutickymi cily obezita a metabolicky
syndrom. Mechanizmus U¢inku nespocivd pouze v prostém omezeni piijmu potravy, ale
pfedevS§im v ovlivnéni slozité regulacni kaskaddy centradlnich neuropeptidi (napf.
proopiomelanokortinu, neuropeptidu Y, kortikotropin uvoliiujictho a thyreotropin
uvolnujiciho hormonu, preproorexinu, melanin koncentrujiciho hormonu) a perifernich
hormoni  (leptinu, inzulinu, ghrelinu, glukokortikoidl, malonyl-koenzymu A,
cholecystokininu). Antagonist¢é CB; receptor dosahuji v perifernich tkanich ubytku

hmotnosti zvySenim dozravani adipocytd bez ukléddani tuku v tukové tkani, zvysuji lipolyzu a
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reguluji glukézovou homeostazu. DalSim pozitivnim efektem v radmci zlepseni metabolického
syndromu je periferni regulace metabolizmu mastnych kyselin snizenim hladiny triglyceridt a
LDL lipoproteint. Pozitivni vliv je déale sledovan u inzulinové rezistence a u pacientl

s diabetem typu 2 0% 129 130)

Polymorfismus FAAH je také spojovan s genetickou
predispozici k obezité 118) Doposud nejvice testovany selektivni antagonista CB; receptori
rimonabant (obr. 6) je obsaZen v 1é&ivém piipravku Acomplia®, ktery byl registrovan i v CR.
Acomplia® se pouzivala jako dopln&k dietnich opatieni a cvieni pii 16¢b& obezity a byla

BL 132) " Hlavnim

vydavana na lékatsky piedpis s doporuc¢enym davkovanim 20 mg/den
nezadoucim Géinkem tohoto 1éku je zvySeny vyskyt depresivnich stavi, na které upozoriuje i
zprava Statniho Ustavu pro kontrolu 1é¢iv z 19. 7. 2007. Zasadni kontraindikaci bylo proto

109, 126, 133, 134) Kvali témto

pouziti u pacientli sneléCenymi psychickymi poruchami
nezadoucim U¢inkiim byl ptipravek ztazen z trhu a byla ukoncena centralizovana registrace.
Diky pozitivnim vysledkiim u obezity a diky dal§im doprovodnym vyhodnym efektim se da
predpokladat dulezita pozice antagonisti CB; receptorit v klinické praxi, pti¢emz jsou dalsi
latky v 2. a 3. fazi klinickych vyzkuma % 2%).

Dalsi zajimavou oblasti jsou analgetické uc¢inky zprosttedkované ES, bez ovlivnéni
doposud nejucinnéjsiho zndmého systému opioidniho. Agonisté CB;j receptorti plisobi na
Sirokou Skalu typd bolesti, jako jsou zanétliva, akutni nebo neuropatickd, pricemz se
predpokladd fyziologickd role ES pii modulaci senzitivity bolesti. Na druhou stranu
antagonisté CB; receptort analgeticky efekt rusi. V antinocicepéni draze ovlivnéné ES jsou
periakveduktalni Sed” a rostroventralni ¢ast prodlouzené michy, které jsou zastoupeny v
regulaci sestupné drahy bolesti. Pfedpoklada se také antinocicepéni piisobeni na urovni michy
a perifernich nervll. Z doposud objevenych mediatorli zastoupenych v draze bolesti ovlivnéné
ES jsou to neurotransmitery GABA a glutamat, které se ti€astni antinocicepcniho G¢inku pfi
aktivaci CB; receptoru. U nepiili§ prozkoumanych CB; receptori se také predpoklada
analgeticky potencial. Pii1 soucCasné aktivaci opioidniho a endokanabinoidniho systému
dochazi k synergismu analgetického uginku 116.13%) g pozitivnimi analgetickymi vysledky
u onkologickych pacienti byly testovany perordlni THC (10, 15 a 20 mg) a
benzopyranoperidin (synteticky analog THC, 4 mg). Ajulemova kyselina Uc¢inkovala u
chronické neuropatické bolesti, intramuskularni levonantradol byl pak s tspéchem pouzit u
postoperacni bolesti. Sativex”™ (sublingvalni sprej) byl usp&$né testovan u bolesti zpiisobené

revmatoidni arthritidou, u neuropatické bolesti spojené s roztrousenou sklerézou (viz. dale),

34



nebo u kancerézni bolesti 2% 123 1%

. Z dalSich typd jsou pozitivni vysledky udavany u
neuralgie trigeminu, migrény nebo u svalové a neuropatické bolesti pacienti s AIDS.
Vysledky klinickych studii u analgetickych uc¢inki kanabinoidli jsou ovSem casto nejasné,
predeviim v souvislosti s u&innosti na typy bolesti s riznym patofyziologickym zékladem "
118, 137)

Roztrousena skler6za je autoimunni neurodegenerativni onemocnéni doprovazené
demyelinizaci, u néhoz se s ¢asteCnym uspéchem vyuziva kanabinoidt. V klinickych studiich
byly vyzkouSeny marihuana, hasis, peroralni THC, nabilon a extrakty z konopi poddvané
peroralné nebo sublingvalné s vétSinovym obsahem THC, CBD, piipadné jejich smési.
Z ¢asto neptesvédcivych vysledkli vyplynuly symptomy spojené s onemocnénim, u kterych
doslo ke zlepSeni. Jsou to spasticita a s ni souvisejici bolest, kvalita spanku a tfes. Slibnym
preparitem je v soulasnosti Sativex”, ktery je registrovan v Kanadé pro symptomatickou
ulevu od neuropatické bolesti zptsobené roztrousenou skler6zou. Kromé jiz zminovanych
pozitivnich u¢inkd, vyplyva z klinickych studii se Sativexem® zlepgeni dysfunkce mo&ového

méchyfe a mobility pacienttr 2 112 118 139

. Mechanizmus u¢inku u bolesti a spasticity
pravdépodobné spociva v ovlivnéni motorickych neuronii a nedostatku jejich inhibice
sestupnymi drahami vysSich nervovych center vzhledem k jejich demyelinizaci. Urcitou
pozitivni lohu mohou sehravat také CB; receptory s protizanétlivym potencidlem vzhledem

. . . o 117, 119, 139
K autoimunnimu charakteru roztrousené sklerozy )

. Stejné tak jako u ovlivnéni
bolesti je vzhledem ke komplexnosti endokanabinoidniho systému mozné ptredpokladat rizné
efekty kanabinoidli na riizné ¢asti nervové soustavy, z ¢ehoz mohou plynout nejednoznaéné
vysledky Vv klinickych studiich. Pozitivni G¢inky kanabinoidl na roztrousenou sklerézu jsou
vSeobecné piijimany, alespoil na urcité skupiny pacientl, i kdyZ je nutné vyhodnotit mozné
nezadouci uginky spojené s dlouhodobym uzivanim " 140 1D,

Vliv kanabinoidii a role ES byly zkoumany také u dalSich neurodegenerativnich
onemocnéni, u Parkinsonovy (PD) a Alzheimerovy choroby (AD), amyotrofické lateralni

sklerézy (ALS) a Huntingtonovy chorey (HD) & 1% 142 143)

. U v8ech zminénych se
v patofyziologii neurodegenerace vyznamné uplatiiuje rozvoj zanétlivé reakce a to predev§im
v astrocytech a mikrogliovych bunkéch. Tyto bunky jsou soucasti imunitniho systému v CNS
S protektivnimi vlastnostmi. Pfi jejich nadmérné aktivaci ovSem dochazi k toxickému efektu a
zvySené destrukci neuront kvili hyperaktivaci imunitniho systému. Neuroprotektivni aktivita

spojend s ES v sob¢ zahrnuje nékolik moznych mechanizmi — naptiklad ochranu pied

glutamatovou excitotoxicitou nebo ischémii, redukci influxu Ca® doprovazenou inhibici
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naslednych signélnich kaskad, ovlivnéni dalSich metabolickych drah fosforylaci kinazami,
potlaceni produkce TNF-a, produkci transkripénich faktori nebo antioxida¢ni aktivitu

zprostfedkovanou fenolickymi skupinami kanabinoidi 112, 142, 144)

.V pfipadé¢ uvadénych
neurodegenerativnich onemocnéni dochézi k ovlivnéni obou zndmych kanabinoidnich
receptort, piicemz vliv CB; na modulaci zanétlivé reakce a jejich umisténi v mikrogliovych
buiikach 2*” je dilezitym poznatkem, ktery miZe vést k vyvoji novych 1é¢iv zaloZenych na
specifickych CB, agonistech se schopnosti odstraiiovani amyloidnich plaki. CB;1 receptory
jsou také vyznamné spojeny s neuroprotektivnimi vlastnostmi a podporou tvorby novych
funk¢nich synapsi, na druhou stranu kvili snizovani uvoliiovani acetylcholinu v hippokampu
by mohlo dochéazet ke zhorSovani pfiznakii AD. Tento efekt je znam také pii pouzivani
marihuany zdravymi jedinci, kdy dochédzi ke zhorSeni kratkodobé paméti a je dikazem
propojeni poznavacich procest, mysleni a ES. V jedné studii zahrnujici 6 pacientii uzivajicich
dronabinol (2,5 mg) bylo oviem dosaZeno uréitych pozitivnich vysledki u AD '8 119142 143)
V piipadé¢ PD nebyly zjistény jednoznacné pozitivni U€inky pfi uzivani nabilonu a
rimonabantu, pficemz aktivace CB; receptori miize spiSe vést k apoptéoze dopaminovych
neuronil. Zapojeni ES ve vyvoji nemoci a jejich symptomi je ovSem vyznamné s moZnym
terapeutickym potencialem 2% 112 115 118192 (j AT S je diky CB; protizanétlivym u¢inkim
zpomalena progrese nemoci, aktivace CB; receptort vSak pravdépodobné negativné ovlivituje
ptezivani motorickych neuront. Ve studii u¢inkit THC na ALS bylo dosaZeno pouze zlepSeni
spasticity, chuti k jidlu a nespavosti. U posledni zminéné HD byla zjisténa nizka hladina
endokanabinoidli v CNS a aktivace ES by mohla pomoci pii kontrole motorickych problémi.
V nékolika klinickych studiich provadénych na lidech ovSem nebylo dosazeno pozitivnich
vysledkt. Jako slibna 1é¢iva nemoci spojenych s CNS se jevi pouziti inhibitorti degradacnich
enzymii endokanabinoidi nebo inhibitort jejich vychytavani. Casto jsou v klinickych studiich
dosahovany pozitivni vysledky jak u agonisth tak antagonistd CB receptorli, proto jak
zvySovani, tak snizovani endokanabinoidni aktivity v organizmu mize pfinést pozitivni
vysledky v zéavislosti na davkovani nebo fazi choroby. VIiv ES na neurodegenerativni
choroby je nesporny a velmi slibny ve vyvoji novych 1é¢iv, vyzkum v této oblasti a poznani
viech regulaénich mechanizm@ je oviem teprve v poatcich 118, 142 143) * Otazkou také
zUstava, jestli je moZné zabranit rozvoji neurodegenerace jiz v pocatcich s vyuzitim ES a jeho
neuroprotektivnich ucinkd, nebo jestli je mozné vyuzit ovlivnéni CB receptorti ,,pouze®

Kk potlaceni symptomtl.
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Imunosupresivni a protizanétlivé uc¢inky zprostiedkované CB, receptory jsou
charakterizovany snizenim produkce prozanétlivych (IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNF a IFN-y) a
zvySenim produkce protizanétlivych cytokint (IL-4, I1L-10). S odhalenim téchto ucinkd se
otevira potencidl ovlivnéni chronickych zanétlivych chorob. Jako jedna ze slibnych u¢innych
latek byla vyvinuta ajulemova kyselina, ktera také pusobi tlumivé na lipoxygendzu a COX-2
2, 17, 19,125 19) - potencial protizanétlivych ucinkG byl jiz zminén ve vztahu
k neurodegenerativnim onemocnénim (viz. vyse). S ¢asteCnymi pozitivnimi vysledky byly
testovany ajulemové kyselina, kanabidiol a Sativex® u revmatoidni arthritidy. Jedna se
predeviim o mirnéni symptomi kloubnich potiZi a snizeni imunitni reaktivity **" 146)

Pro uplnost jsou v nasledujicim odstavei uvedeny dal$i potencialni indikace
vyuzivajici ovlivnéni ES. Ve vétsiné pfipadld jsou dostupné vysledky in vitro, ptipadné s
vyuzitim zvifecich modeld, Casto v§ak s omezenym poctem klinickych studii u lidi.

e Jedna se naptiklad o moznost terapie Gilles-Touarettova syndromu (oraln€ podavané THC
redukovalo motorické a zvukové tiky a obsedantné-kompulzivni chovani), poskozeni
michy, epilepsie (potencialni antikonvulzivni t€¢inky — nejslibnéjsi kanabidiol), anorexie,
mozkové mrtvice, osteopordzy, nespavosti, respiracniho systému (asthma bronchiale,
bronchodilatace a protizdnétlivé ucinky, vyS§i davky THC naopak iritaci plisobi
bronchokonstrikci), kardiovaskularnich (napf. prevence atherosklerdézy, ovlivnéni
hypertenze a vliv na metabolicky syndrom — také viz. vySe) a gastrointestinalnich chorob
(redukce emeze, gastrické sekrece a stfevni motility, potencial pii 1écbé chronickych
zanétlivych stfevnich onemocnéni) 2L, 112, 117, 118, 121) ' pygle byl také objeven pozitivni
G¢inek antagonisti CB; receptorii na pribsh fibrozy a steatozy jater " 148) Neméns
zajimavou oblasti je ovlivnéni reprodukéniho systému, kde jsou zjistény U¢inky ES na
dozravani spermii (snizuji jejich produkci, Zivotnost a motilitu), délohu a na pribéh
t&hotenstvi 108 118149,

e Redukce o¢niho tlaku u glaukomu byla pozorovana po aplikaci marthuany nebo THC
(o¢ni kapky s koncentraci 0,05 a 0,1%). Nevyhodou je v tomto ptipadé¢ kratka doba
pusobeni, nezddouci centrdlni ucinky u systémového podani a moZnost pouZiti vice
efektivnich a méng toxickych 16¢iv 2 ¥, ES byl také objeven v sitnici oka **%.

e Moznost terapie rakoviny s vyuzitim kanabinoidii vychéazi z poznatkii zvySené exprese CB
receptorti na nékterych rakovinnych buiikach. Stimulaci receptorti tak mize dochazet

k selektivnimu ovlivnéni nadoru s moznosti pfimého zastaveni rdstu, bunétné smrti,

inhibice migrace nebo nepiimo inhibici angiogeneze a ovlivnénim imunitniho systému.
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Dtlezitou ulohu mohou také sehrdvat télni metabolity kanabinoidii jako napft.
ethanolamin. Na druhou stranu v pfipad¢ ze rakovinné buiky neexprimuji CB receptory,
aplikované kanabinoidy mohou piisobit tlumivé na imunitni systém, ¢imz mtze dochazet
K supresi antitumorové imunitni odpovédi. Pozitivni vysledky zpiusobené aktivaci CB
receptor byly pozorovany u rakoviny S$titné zlazy, prsu, tlustého stfeva, prostaty,
lymfomi, melanomu, rakoviny pankreatu a u nékterych nadori mozku. V ptipadé
karcinomu plic, mocového meéchyie, spinocelularniho karcinomu, glioblastomu,
astrocytomu a karcinomu ledvin mohou naopak kanabinoidy piisobit stimulacné na rist
nadord. Pravdépodobné také zavisi na stadiu diferenciace bunék. Pouze dalsi studie vsak
odhali, jestli se zasah do ES zafadi mezi jiz existujici 1é¢ebné postupy rakoviny 107 118-240)
Pro tlevu od bolesti zptisobenou pokroé¢ilymi stadii rakovinou, kde nestaci vysoké davky
opiatl, je v Kanad¢€ pouzivan Sativex® %9,

Poruchy nélady jsou dal$im centrem pozornosti pfi studiu ES. Vliv na emoce, anxiolytické
a antidepresivni plisobeni jsou zajimavymi farmakologickymi cily. Nutno ale upozornit na
opacné ucinky (také viz. oddil nezadouci Uc¢inky), kde kanabinoidy mohou vyvolat nebo
zhorsit deprese pfipadné pilisobit anxiogenné, coz je vysvétlovano predevSim riznou
davkou kanabinoidii a predispozici jedinct 106, 115, 151), Kognitivni procesy nebo vyvoj
nervove soustavy jsou dal$i potencidlni oblasti vlivu ES 106.152)

Propojeni ES s opioidnimi receptory, dopaminergnim systémem a mozZnost regulace
pocitu odmény a posilovani tvorby zavislosti jsou impulzy k vyvoji novych 1é€iv v terapii
zavislosti na alkoholu, opiatech nebo nikotinu % % 159 Déle Ize moznost modulace
dopaminergnich mesolimbickych signalnih drah promitnout 1 do 1é¢by obezity vzhledem
130, 153)

Kk ovlivnéni pocitu odmény a motivace ve vztahu k pfijmu potravy

Potencial inhibitori degradac¢nich enzyml endokanabinoidli (viz. 3.1 lidsky

endokanabinoidni systém) je v dneSni dobé dalSi perspektivni studovanou oblasti. Velkou

prednosti je absence nezadoucich Gc¢inkli na CNS, spojenych s aplikaci agonistii pfimo na CB

receptory. Uvadéna je také vétsi specifita i¢inku pouze na mista, kde jsou endokanabinoidy

tvofeny a hydrolyzovany. MoZné uplatnéni kopiruje jiz vySe probirané indikace

108, 121, 154, 155)

3.2.1 Nezadouci ucinky, bezpec¢nost a interakce s ostatnimi léky

Vzhledem Kk rozsahlému pusobeni kanabinoidti 1ze pozorovat v souvislosti s jejich

aplikaci fadu nezadouci Uc¢inkd, predevsim na kardiovaskuldrni, respiracni a nervovy systém.
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Uzivani marihuany mtze vést k psychologickym porucham a k zavislosti. Nezddouci Gc€inky
spojené s kardiovaskularnim systémem jsou tachykardie, hypertenze, palpitace a ortostaticka
hypotenze. Tolerance k t¢émto uc¢inkiim se vyviji béhem nékolika dnt az tydnd, stejné tak jako
k nékterym dal§im THC zprostiedkovanym efektim. Tento jev je vysvétlovan redukci hustoty
a vazebné ucinnosti CB; receptort. Z nezddoucich ucinkl spojenych s nervovou soustavou se
jednd o sucho v ustech, nauzeu, ospalost, otup€lost, zavrat¢ nebo nocni mury. Daéle se
vyskytuji poruchy vizu, rozmazané vidéni, suché oc€i, Cervendni a paleni o¢i, mydridza,
fotofobie a svalova slabost. Akutni intoxikace je spojena s halucinacemi, depersonalizaci,
strachem z umirani, paranoiou, depresemi a psych6zami. Dlouhodobé silné uzivani marihuany

miZe vyustit v psychologické dysfunkce, neschopnost soustiedéni a ztraty paméti 10 12

145, 156)

S pfihlédnutim k vyjmenovanym nezddoucim G¢inklim, variabilité plisobeni u riznych
pacientd, nedostatku klinickych studii a vzhledem k soucasné nedostupnosti
standardizovaného rostlinného materidlu, nelze v§eobecné doporucit 1é¢ebné experimentovani
s konopim. U pacienti trpicich kardiovaskuldrnimi chorobami hrozi zvysené riziko mozkové
mrtvice a infarktu myokardu. Déle vznikéd velké nebezpeci rozvoje piipadné zhorSeni stavu
psychiatrickych poruch, jako jsou schizofrenie 187 psychozy, maniodepresivni epizody,
poruchy pfijmu potravy, deprese nebo panické a anxidzni stavy. Marihuana muze také
zpusobit nezddouci zvySeni hmotnosti u diabetickych a obéznich pacientl a jeji kazdodenni
uzivani predstavuje rizikovy faktor vzniku jaterni steatézy u pacientd s chronickou
hepatitidou typu C. Lidé trpici chronickou obstrukéni plicni nemoci, asthmatem,
tuberkul6zou, rakovinou nebo pacienti po transplantacich by se také méli neodborné aplikaci
konopi vyhnout. T€hotné a kojici Zeny by nemély uZivat marihuanu vzhledem k negativnimu
pusobeni na strukturalni a neurobehavioralni vyvoj plodu. S prenatdlni expozici marihuany je
také spojeno zvysené riziko rozvoje leukémie v détstvi.

Marihuana a kanabinoidy interaguji s celou fadou 1€¢iv. V piipad€ opiatl, barbiturati,
benzodiazepinti, myorelaxancii a alkoholu dochéazi k potenciaci, coz mize vést k Gtlumu
CNS. SniZeni u¢inku je pozorovano u inhibitorQi protedzy a theofylinu, fluoxetin muliZe
vyvolat epizody manie, u sildenafilu pak vznika nebezpeci infarktu myokardu. Kombinace s
tricyklickymi antidepresivy, anticholinergiky a a-agonisty predstavuje zvySené riziko
tachykardie a exacerbace hypertenze. Z latek nebezpe¢nych v kombinaci s konopim lze dale
zminit naltrexon, disulfiram, neuroleptika a anestetika. Pfi pouzivani se systémove

.. o we e 126, 145, 148, 156
podavanymi kortikoidy se zvySuje riziko imunosuprese ),
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Obr. 6: Latky ovliviiujici endokanabinoidni systém .

Syntetické s klasickou kanabinoidni strukturou
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* Znazornénd konformace U-tvaru endogennich kanabinoidli nejvice koresponduje se
strukturou THC a je tak vysvétlovano ovlivnéni stejnych receptort takto strukturné odliSnymi

molekulami.
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Vzhledem k vyznamnému metabolizmu kanabinoidii jaternim cytochromovym
systtmem muize dochazet k farmakokinetickym interakcim s ostatnimi léky. ZvySeni
biologické dostupnosti kanabinoidii mtize byt zpisobeno enzymovymi inhibitory, jako jsou
makrolidova antibiotika, antimykotika, blokatory kalciovych kanalt, inhibitory HIV proteazy,
amiodaron a isoniazid. Rifampicin, karbamazepin, fenobarbital, fenytoin, primidon,
troglitazon nebo piipravky na bazi tfezalky teckované mohou naopak zpusobit zrychleny
jaterni metabolizmus kanabinoida. Dalsi interakce Ize piedpokladat s 1€ky se silnou vazbou na

plazmatické proteiny 126,156)

3.2.2 Aplikacni lékové formy a farmakokinetika

VétSina tradicnich aplikacnich zptsobi vyuzivajicich rostlinnou drogu zahrnuje v jeji
pripravé zahtati vzorku (koufeni, vaporizaci, peceni) pro dosazeni dekarboxylace kyselé
formy kanabinoidu (pfedev§im THCA) na neutrdlni analog (THC) 25 1) 7akladnim
aplikaénim zplisobem konopi je koufeni, které zajiStuje téméef okamzity nastup ucinku
S maximem plazmatické hladiny asi po 9 minutaich a minimalni jaterni first-pass
metabolizmus. Variabilita biologické dostupnosti 2 — 56 % je zplsobena predevSim
rozdilnostmi ve zplsobu koufeni a rozdilné kvalité¢ drogy. S timto souvisejici pozitivum je
moznost titrace pozadovanych ucinkli pacientem, negativem je pak Spatna kontrola ddvkovéni
55.1%8) K oufeni je vSak v moderni mediciné nevhodnou lékovou formou, zejména kvli vzniku
karcinogennich latek v pribéhu spalovani a vzhledem ke spoleCenskym normam. Pt kouteni
marihuany vznikd vyssi obsah karcinogennii neZ u klasickych cigaret, coz mize vést ke
vzniku karcinomu plic. Koufeni marihuany je také spojovéno s vys$im vyskytem tumord
hlavy a krku, s rozvojem faryngitidy, rinitidy a chronické obstrukéni plicni nemoci 14 159 160,
Modernéjsi metodou inhalace kanabinoidl z rostlinné drogy pifedstavuje vaporizér, ktery
proudem regulované zahtatého vzduchu extrahuje rostlinnou drogu nebo kapalny extrakt a
vznikajici jemny kouf jima v sacku, ze kterého se nédsledné inhaluje. Tato cesta je vyhodné&;jsi
z hlediska aplikace, dobré biologické dostupnosti kanabinoidd (54 % extrahovanych
kanabinoidd, pficemz primérné vstiebani plicemi z celkové davky je 30-40 %) a redukce
tvorby karcinogennich latek %2 Pfi koufeni a optimalizovaném zahiivani ve vaporizéru
dochdzi k uplné preméné THCA na neutrdlni THC, ale pii koufeni také k jeho Castecné
destrukci *> 199,

Mgkké Zelatinové tobolky 1é¢ivého piipravku Marinol® predstavuji peroralni 1ékovou

formu, kde jsou kanabinoidy vzhledem ke svému lipofilnimu charakteru rozpustény v oleji.
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Jako nejvhodnéjsi jsou uvadény sezamovy olej a glykocholat, které zvysuji biodostupnost
kanabinoidli. Cesamet™ je také uréen k peroralni aplikaci. Tato 1¢kova forma je vzhledem
k farmakokinetickym parametrim povazovana spiSe za méné vhodnou, piedev§sim kvuli
pomalé absorpci, degradaci v zaludku a vyznamnému jaternimu first-pass metabolizmu
kanabinoidd. Biologicka dostupnost po perordlnim podéani se pohybuje v rozmezi 4 — 20 %
s maximalni plazmatickou hladinou dosaZenou za 4 a7 6 hodin ** 126)

Oralni sprej Sativex® aplikovany na sliznici st poskytuje v jedné davee (100 pl) 2,7
mg THC soucasné s 2,5 mg CBD, coz z celkového extraktu predstavuje 70 %. V minoritnim
mnozstvi jsou dale zastoupeny ostatni fytokanabinoidy (5%), flavonoidy, terpenoidy a
fytosteroly, protoze se jedna o rostlinny extrakt. Nastup G¢inky je v prubéhu 15 — 40 minut,
coz pacientim umoznuje G¢inng titrovat davku a minimalizovat nezddouci ucinky. Firmou
GW Pharmaceuticals, kterd se vénuje vyvoji lé¢iv zalozenych na kanabinoidech vcetné
Sativexu®, bylo také vyvinuto elektronické davkovaci zafizeni. Toto by bylo mozné pouzit k
davkovani Sativexu® s vyhodami, jako jsou umoznéni zdznamu dat a kontroly compliance
oSetfujicim lékatem nebo farmaceutem, moznost kontroly davkovani ptipadné preddvkovani
nebo zneuziti ' % 2% %8 gativex® vyuziva poznatku, ze extrakt z rostliny ma v mnohych
ohledech vyhodné&jsi ucinky nez jednotlivé izolované latky. Zde se jedna piedevSim o
standardizovany obsah soucasné podavan¢ho THC a CBD. Tento koncept je zndmy i u
dalsich lécivych rostlin v moderni fytoterapii a vysvétluje se soucasnym synergistickym
pfipadné antagonistickym piisobenim obsahovych latek v celkovém extraktu. K dispozici jsou
také oralni spreje s v&t§inovym mnozstvim THC (Tetranabinex”™) a CBD (Nabidiolex®) 1% 1%
164)

THC-hemisukcinat v podobé rektalnich ¢ipkd je v porovnani s peroralni aplikaci
vyhodngjsi diky vyS8i absorpci a niz§imu first-pass metabolizmu, coz zajistuje asi
dvojnasobnou biologickou dostupnost. Dal§i vyhodnou I1ékovou formu =z hlediska
farmakokinetiky mohou ptredstavovat transdermalni naplasti s postupnym uvoliiovanim %),
Pro doplnéni lze uvést konopny odvar jako tradi¢ni 1ékovou formu, ktera je vyuZivana
v etnomedicing naptiklad na Jamajce a jeho pfiprava se rozsitila i v Evropé. Kanabinoidy jsou
ovSem ve vodé méné rozpustné. THC pouze asi ze 17 %, kdezto jeho kysely analog THCA uz
z 63 %, pticemZ varenim ve vodé je konverze THCA na THC miniméalni. Je pravdépodobné,
ze za uCinky konopného odvaru nebo nalevu mohou byt zodpovédné prave kyselé¢ formy
kanabinoidt. Nejen THCA, ale i kombinace dalSich kyselych forem (kanabigerolova kyselina,

tetrahydrokanabivarinova kyselina), pfipadné¢ dalSich sekundarnich metaboliti jako jsou
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flavonoidy, mohou piedstavovat zajimavy terapeuticky zdroj **>. Suchy extrakt po odpafeni
rozpoustédla neni v piipadé kanabinoidii vhodny vzhledem k tomu ze se tvofi olejovitd
substance nevhodna pro ptipravu Iékovych forem. Naopak velice vhodnou metodou se jevi
extrakce za superkritickych podminek ),

Plazmaticka koncentrace absorbovaného THC se diky lipofilit¢ kanabinoidu rychle
snizuje distribuci do vysoce prokrvenych tkani (plice, srdce, mozek a jatra) a jaternim
metabolizmem. Vyznamnym prostorem pro ukladani kanabinoidd je tukova tkan. Distribuéni
objem THC je 10 I/kg a z95 — 99 % se vaze na plazmatické lipoproteiny. THC rychle
ptestupuje pies placentu, pfi¢emz koncentrace jsou 3 — 6 x nizsi v pupecnikové krvi oproti
koncentraci v krvi matky. Naopak koncentrace v mléce kojicich Zzen mohou byt az
nckolikandsobné vyssi. Hlavni metabolizmus THC probiha v jatrech, i kdyz 1 ostatni organy
jako jsou mozek, tenké stievo a plice jsou metabolicky aktivni. Hlavni jaterni enzymové
systémy zodpovédné za oxidaci THC jsou CYP 450, 2C9, 2C19 a 3A4 a je znamo vice nez
100 metabolitt THC. Oxidaci THC vznikd jako hlavni sloucenina 11-
hydroxytetrahydrokanabinol (11-OH-THC), ktery je také psychoaktivné ucinny. Dal$im
krokem je oxidace na karboxylovou kyselinu za vzniku farmakologicky neaktivni 11-nor-A°-
tetrahydrokanabinol-9-karboxylové kyseliny (THC-9-COOH). THC-9-COOH a jeho
glukuronid jsou hlavnimi koneénymi produkty lidského metabolizmu THC. Cytochromové
systémy mohou oxidovat i dal$i mista kanabinoidni molekuly, pfedev$im v poloze 8 nebo
alifaticky postranni fetézec (Cislovani podle dibenzopyranu). Metabolizmus CBD je
analogicky THC oxidaci methylové skupiny 7 (Cislovani podle p-cymenu) aZ na
karboxylovou kyselinu. Z farmakokinetického hlediska nema CBD vyznamny vliv na
metabolizmus THC. Eliminace THC probiha z 65 % stolici (pfedevsim 11-OH-THC), z 20 %
moci (pfedevSim glukuronidy THC-9-COOH ) a béhem 5 dni je exkretovano 80 — 90 %.
Polocas exkrece kanabinoidii je ovSem variabilni a vzhledem Kk postupnému uvolfiovani
z tukovych zéasob a enterohepatalni cirkulaci mize po dlouhodobém pouzivani marihuany
pfipadné Cistych kanabinoidd €init aZ nékolik tydnli. Farmakokinetika kanabinoida €i profil
nalezenych télnich metabolitli jsou dilezitymi parametry pro racionalni farmakoterapii a pro

- . , ey . C 1 s 12
testovani expozice navykovymi latkami ve forenznich védach 55, 126)
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3.3 Ostatni sekundarni metabolity s vyznamnymi farmakologickymi

vlastnostmi
Nejen kanabinoidy jsou farmakologicky aktivni sekunddrni metabolity obsazené
V konopi. I kdyZ ostatni latky a jejich Gc¢inky lezi Casto pravé ve stinu kanabinoidl, da se
predpokladat jejich farmakologicka aktivita. Pro vice informaci je ovSem nezbytné nahlizet i
Kjinym rostlinam s podobnymi sekundarnimi metabolity, vzhledem k nedostatku
rozsahlejsich studii vénujicich se konopi.

Antibakterialni 0c¢inky konopné silice byly vyhodnoceny jako mirné 166)

167)

antitrombotické Uc¢inky v porovnani s ostatnimi silicemi spiSe nevyrazné , ale u B-

karyofilenu byl objeven vyrazny agonisticky uc¢inek na CB; receptory ES sytému, ktery miize
..... 168)

169)

Flavonoidy z konopi inhibovaly in vitro tvorbu prostaglandinu E, a uvadéji se

skupinu latek, modulujicich uc¢inek kanabinoidd, jak farmakodynamicky, tak diky inhibici
CYP 450 ™ ' Konopné kanflaviny A a C vykazaly antileishmanidzni u&inek, 6-
prenylapigenin pak mirnou anti-MRSA a antimalarickou aktivitu . Z G&inkd prenylovanych
flavonoidi a isoflavonoidli ostatnich rostlin lze zminit inhibi¢ni aktivitu na enzymy

metabolismu arachidonové kyseliny (COX, LOX) ™

172)

, fytoestrogenni a chemoprotektivni

ucinky obsahovych latek chmelu *?, inhibi¢ni uginky na enzym tyrozin fosfatizu 1B '®, nebo

in vitro cytotoxickou aktivitu ™.

Dihydrostilbenové metabolity, dihydrofenathreny a spiroindany jsou skupinou
konopnych latek, jejichz aktivita nebyla podle dostupné literatury ptili§ zkoumana. Biologicka
aktivita téchto slou€enin je ovSem zajimava, coz nasvédcuji podobné rostlinné sekundarni

173, 114 4 antibakteridlnimi > 7% 177

181)

metabolity sucinky napf. antifungalnimi

177, 178, 179, 180) 182)

antineoplastickymi , nheuroprotektivnimi nebo antialergickymi
Lignanamidy jsou také neprobadanou soucasti konopnych sekundarnich metabolitli, pficemz
naptiklad u blinu ¢erného byla objevena cytotoxicka aktivita kanabisinu D a G a grossamidu

183) Tribulusamidy A a B jsou pak hlavni hepatoprotektivni lignanamidy v kotvi¢niku 184),

3.4 Farmakologické ucinky a potencial vyuZiti polynenasycenych
mastnych kyselin konopného oleje

Metabolismus eikosanoidi — prostaglandinti, leukotrienti a tromboxani, které vznika;ji

pfeménou mastnych kyselin pomoci enzymi COX a LOX, je dulezity pii regulaci
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metabolickych déji a dysbalance v piijmu mastnych kyselin mize mit za nasledek rizné
patologické stavy. Pokud prevlada pfijem w-6 mastnych kyselin s nedostatkem jejich ®-3
analogti, je tvofeno vice produktii odvozenych od kyseliny arachidonové, PGE; a LTB4, coz
jsou latky potencujici zanét. Naopak s pfijmem ®-3 mastnych kyselin jsou tvofeny
alternativni prostaglandiny série 3 a leukotrieny série 5, které maji odliSnou biologickou
aktivitu a v reguladni kaskad& pasobi tlumivé, &imZ brzdi rozvoj zanétlivé reakce (obr. 5) "
185) Soudésti t&chto déju je také uvolinovani Siroké skaly cytokint, které dale ovlivnuji proces
zanétu a dochézi zde k propojeni s imunitnim systémem. Z vySe uvedené¢ho vyplyva, ze ®-3
protizanétlivé ucinky jsou zpusobené kompetici s Kkyselinou arachidonovou a tvorbou
terapeuticky potencial pii zanétlivych a autoimunnich chorobach 10L,185) pozitivni efekty byly
dokazany naptiklad pti 1écbé lupénky, chronického zanétlivého kozniho onemocnéni, u n¢hoz
byly zkougeny predevsim rybi -3 mastné kyseliny ** 187) Dale u chorob jako jsou asthma,
ulcerézni kolitida, Crohnova nemoc nebo revmatoidni arthritida. Casto se oviem jedna o
multifaktoridlni onemocnéni, kde je dysbalance esencidlnich mastnych kyselin pouze jednim
¢lankem fetézce etiopatogeneze 34,98, 101, 185, 188) 1 kdyZ nejvétsi terapeuticky vyznam maji
EPA a DHA které se nachazi zejména v rybich tucich, konopny olej obsahuje vyznamné
procento ®-3 Kyselin, které mohou slouzit jako prekurzory pro dal§i biosyntézy
protizédnétlivych eikosanoida 188) Nekteré studie oviem nasvédcuji, ze preména kyseliny a-
linolenové je u dospélych lidi G¢inna jen ze 4 aZ 9 %, u Zen mizZe dosahovat az 21 % diky
vy§sim koncentracim estrogenti % 190)

Souhra vysokého obsahu lehce stravitelného proteinu, mastnych kyselin, vlakniny,
vitamind a minerald délaji ze semen a z nich ziskdvaného oleje kvalitni nutri¢ni zdroj. Pro
mastnych kyselin -6 a ®-3 v poméru 2,5:1 typicky pro konopny olej. Tento pomeér je
dilezity pro spravny metabolismus mastnych kyselin, pro jejich pfeménu klicovym enzymem
A®-desaturazou a pro dalsi t¢inky mediatorti z nich tvofenych. Nejnovéjsi poznatky ukazuji,
Ze nejoptimalngjsi w-6:0-3 pomér je 2:1 az 3:1 9 Pro porovnani lze uvést tento pomér pro
moderni zapadni dietu 15 — 20:1, coz ma vliv na vyvoj mnoha civiliza¢nich chorob jako jsou
hypertenze, obezita, diabetes, asthma, deprese, autoimunni choroby nebo rakovina 185)
Optimalni profil mastnych kyselin ma také olej ziskavany ze semen ¢erného rybizu, u n¢hoz
byly prokdzany pozitivni u¢inky na imunitni systém. Naopak oleje z brutnaku nebo pupalky

se v klinickych studiich pftili§ neosvédcily, coz je pravdépodobné dusledek nepiitomnosti -3

45



kyselin ® Y polynenasycené mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (20 — 22 uhlikovych
atomtl) pusobi také jako modulétory genové transkripce 190)

Jednou z ¢asto diskutovanych indikaci je atopicky ekzém, coz je zanétlivé chronické
kozni onemocnéni, které zahrnuje odchylky imunologické a kozni. Rozvoj ekzému je zalozen
na genetické predispozici a na vyvoji alergické reakce. Existuje n€kolik faktort, kterym se
pfipisuje dulezita role v etiopatogenezi a jednim z nich je defektni metabolismus mastnych
kyselin (snizena aktivita AG-desaturézy, zména v profilu koznich lipidi a v metabolismu
sfyngomyelinu a ceramidu). Bylo provedeno mnoho klinickych studii na vyuziti riiznych
oleji nebo suplementace jednotlivymi mastnymi kyselinami v 1é¢bé atopického ekzému, ale
Z téchto pozorovani nevyplyva jejich jednoznacny pozitivni vliv. Ve studii, ktera piimo
zkoumala vliv peroralniho podéavani konopného oleje (30 ml/den), bylo dosazeno pozitivnich
vysledkl na zlepSeni suchosti kiize, svédivosti a snizeni dodatecného pouzivani dermatologik.
Tento efekt se da vysvétlit zlepSenim membranovych funkei diky pfijmu polynenasycenych
mastnych kyselin v metabolicky optimdlnim pomeéru, kde kyselina linolova je vyznamnou
sloZzkou ceramidi, které zastavaji dilezité bariérové funkce. Diky obsahu y-linolenové a
stearidonové kyseliny se mize efektivng obejit limitujici krok defektni A°-desaturdzy pfi
biosyntéze prostaglandint a leukotrienti. Diky této suplementaci, v tomto piipadé predevsim
y-linolenovou kyselinou, je snizena produkce prozanétlivych metabolitd odvozenych od
kyseliny arachidonové (leukotrieny série 4 — LTB,, prostaglandiny sériec 2 — PGE;) a jsou
syntetizovany alternativni latky tlumici zanét (prostaglandiny série 1, 15-hydroxy-dihomo-y-
linolenova kyselina). Prostfednictvim snizeni produkce PGE; a dalSich mediatora je
redukovan vznik IgE, coZ vede k mirnéni alergické reakce. Dalsi dileZzité zjisténi je, Ze defekt
A6-desaturézy je vrozeny a zpisobuje u vyvijejictho se organismu deficit arachidonové
kyseliny a jejich metabolitl, coZ ma za néasledek abnormalni vyvoj imunitniho systému a jeho
hypersenzibilizaci, kterd vede k alergickym reakcim. Proto suplementace esencialnimi
mastnymi kyselinami zejména y-linolenovou v 1. roce Zivota miize mit pozitivni efekt praveé
na vyvoj imunitniho systému, ale v pozdéjSim veéku je Gc€inek spiSe zaméfen na Grovni kiize a
potladeni zangtu 3% 97 8. 185, 191-196)

Esencidlni mastné kyseliny vykazuji pozitivni u¢inky také na kardiovaskuldrni systém.
eikosanoidl, pfi¢emZ u kardiovaskularniho systému hraji dileZitou roli tromboxany a dalsi
druhy prostaglandind. Piedev§im dochazi diky ®-3 kyselindm ke snizené produkci

protrombogenniho tromboxanu A; a ke zvySené tvorbé tromboxanu Ajz S protisrazlivymi
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ucinky. VySe zminované protizanétlivé pusobeni se pozitivné podili na stabilizaci
aterogennich plath a nacelkovém vyvoji aterosklerézy. Tretim mechanismem je
antiarytmické ptsobeni ®-3 kyselin, které¢ ovliviiuji membranu kardiomyocytd, snizuji jeji

excitabilitu a ovliviiuji iontové kanaly 34, 98, 197)

. Studie provadéné s konopnym olejem
vykazuji ovlivnéni hladiny sérovych lipida, pfiCemz dochdzi ke snizovani LDL a zvySovani
hladiny HDL lipoproteinti. Esencialni mastné kyseliny konopného oleje dale pusobi
kardioprotektivné na ischemickou tkan 198-200)

Zajimavou oblasti je také ucinek esencialnich mastnych kyselin na neurologické a
psychiatrické poruchy. Esencidlni mastné kyseliny jsou soucasti neuronalnich membranovych
fosfolipidii a zajiStuji optimalni fluiditu, spravnou funkci pifi vazb& neurotransmiterii a
signdlnich molekul. Z vyzkumi je patrny jejich pozitivni vliv na poruchy nalady, deprese
nebo rozvoj demence. Vliv na choroby jako jsou roztrousena sklerdza, schizofrenie nebo
Alzheimerova choroba neni Uplné rozpoznan, ale diky prokdzanym protizanétlivym a
imunomodula¢nim G¢inkiim a membranovym funkcim, maze mit jejich suplementace v téchto
piipadech pozitivni efekt 189)

Pti dlouhodobém perordlnim uzivadni ma konopny olej pozitivni vliv na kvalitu kiize,
nehtll a vlasti. Topicky ptsobi olej na pokozku hydrata¢né, zlepSuje jeji elasticitu a bariérové

funkce. Lokaln& se miiZe uplatnit protizan&tlivé pisobent, jak je posano vyse %120,

47



4. Rostlinné biotechnologie

4.1 Explantatové kultury

Jako explantaty se oznacuji rtizné typy in vitro kultivovanych organi vynatych
Z rostlin, jejich ¢asti, meristematickych pletiv, bun€k, protoplastti a kalusi. Jde o aseptickou
kultivaci za umélych definovanych podminek 202.209) Hlayni vyhody bunécné kultivace oproti
kultivaci celé rostliny spocivaji napt. v produkci za kontrolovanych podminek a v prostredi
nezavislém na klimatickych zménach, plidnich podminkach nebo na geografickém ptivodu
rostliny. Ziskany material dosahuje uniformity, jaké nelze v pifirodnich podminkach
dosahnout a kontrolou bunééného ristu a raciondlni regulaci metabolickych procestl je snaha
dosahnout ekonomicky vyhodné produktivity 2% 2%,

Moznosti vyuziti explantatovych kultur vychazeji ze skuteCnosti, ze témét kazda
somatickd bunka vice ¢i méné specializovanych rostlinnych pletiv je totipotentni. To
znamena, Ze obsahuje kompletni genetickou vybavu celé rostliny. Explantatovou kulturu lze
tedy ziskat z kterékoli ¢asti rostliny, nadzemni nebo podzemni, explantaci parenchymatické
tkané a jejim pienesenim a naslednou kultivaci " 203)

Bunécné suspenzni kultury jsou relativné homogenni populace bun€k, nebo malych
bunéénych agregatu, které jsou kultivovany v pohybujicim se tekutém zivném médiu. Bunky
suspenze jsou Vv piimém kontaktu s zivnym médiem, coz zaruCuje snadny piistup zivin a
vyménu dychacich plynl. Suspenzni kultury jsou spolu s kalusovymi hojné vyuzivany a

z dalSich jsou to kultury organové, protoplastové, prasnikové nebo embryogenni 202, 208),

4.2 Podminky kultivace
Pro kultivaci explantatovych kultur je potfeba zajistit aseptickou praci v fizenych
podminkach ptedev§im volbou vhodného zivného média, fyzikalnich a chemickych podminek

. y . v ; 202
kultivace a volbou vhodného kultivaéniho zatizeni 22,

4.2.1 Zivné médium

kulturéch rostlin je sloZeni kultivaéniho média. Média pouZzivand jak pro kultivaci bunék, tak

rostlinnych pletiv ¢i organti obsahuji obvykle nasledujici slozky 202, 203, 206),
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popiipad¢ ve formé amonnych soli), fosfor, vapnik, draslik, hoi¢ik a sira.

Mikroelementy — nezbytné jsou zelezo, mangan, zinek, bor, méd’ a molybden. Dale je
mozno dodat kobalt, jod, sodik, chlor — tyto ale nemusi byt pro rist explantatové kultury
nezbytné.

Zdroj uhliku — nejcastéji ve formé sachardzy, ptipadné glukozy a fruktozy, které
slouzi jako zdroj energie.

Vitaminy — in vivo rostlina si je syntetizuje sama, nejsou nezbytné pro rist a vyvoj,
ale pro in vitro kulturu mohou byt limitujicim faktorem, protoze jsou katalyzatory tady
biochemickych procesti. Nejcastéji se vyskytuje thiamin, kyselina nikotinova, pyridoxin a
myo-inositol. Z dalSich jsou to napf. biotin, k. listova, k. askorbova, k. pantothenova,
riboflavin atd.

Aminokyseliny a dal$i zdroje organického dusiku — kultivované rostlinné bunky
jsou schopny syntetizovat vSechny nezbytné aminokyseliny, ale pfitomnost nékterych miize
mit stimula¢ni G¢inky.

Nedefinované organické slou¢eniny — jsou organické extrakty, které stimuluji rtst
explantatovych kultur napt. kokosové mléko, kvasnicovy extrakt.

Latky pouzivané pro zpevnéni média — nejCastéji je vyuzivan agar. Misto
zpevnéného média lze pouzit fixaci explantatu na mistku z filtraéniho papiru, polyuretanové
pény nebo cediCové vaty.

Ristové regulatory — jsou latky, které v riznych koncentracich mohou pusobit
inhibi¢né nebo pozitivné na rust. Endogenni ristové regulatory tzv. riistové hormony jsou:
auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova a etylen. Mimo né existuje v rostlinach
mnozstvi latek s ristové regulacni aktivitou jako napt. brassinosteroidy, polyamidy, kyselina
jasmonova, oligosacharidy nebo fenolické latky. Fytohormony jsou vyrazné méné specifické
nez zivo¢isné hormony (u¢inek se muze pohybovat od stimulace k inhibici v zavislosti na
koncentraci) av§ak mechanismus u¢inku je velmi blizky 207)

e auxiny (napf. kyselina indolyloctova, indolylmaselnd) — PouZivaji se ke stimulaci
rustu kalusu a bunék, indukci tvorby prytl a zejména kotenti 202) Hlavni fyziologické
ucinky jsou stimulace prodluzovaciho rlstu, apikdlni dominance, stimulace
zakofeniovani a stimulace déleni bunck. Spolu s cytokininy jsou zakladni slozkou

médii pro explantatové kultury 207),
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e cytokininy (napf. benzylaminopurin, 6-dimethylaminopurin) — stimuluji buné¢né

déleni a tvorbu axilarnich pryti 202)

. Zalezi na vzajemném poméru auxinu a
cytokininu, jejich vyrovnanost vede K tvorbé nediferencovaného pletiva (kalusu),
nadbytek cytokininu vyvolava regeneraci prytt a nadbytek auxinu regeneraci kotfend
207)

e gibereliny — jejich hlavnim u¢inkem je stimulace prodluzovaciho ristu (na rozdil od
auxint se ucinek tyka pouze nadzemnich casti rostliny), indukce kveteni a stimulace
kliceni 7.

e Kkyselina abscisova — mezi jeji u¢inky spada inhibice prodluzovaciho rastu, stimulace
opadu ¢i regulace vodniho rezimu 207),

Existuje celd fada médii pouzivanych pro rizné druhy rostlin a pro rizné ucely
kultivace. Nejpouzivanéj$imi jsou napi. podle Murashigeho a Skooga (MS), podle Gamborga

(B5) nebo podle Schenka a Hildebrandta (SH) 2% 29,

4.2.2 Fyzikalni a chemické podminky kultivace

Pro udrzeni optimalnich podminek kultivace je nutné méfit a regulovat zakladni
fyzikalni ukazatele jako je teplota, tlak, prutok plynt a kapalin, péna ¢i viskozita. Dulezitym
faktorem je také kvalita a kvantita svétla, které mohou sniZzovat, zvySovat, nebo nemusi
vyrazn€ ovliviiovat produkci sekundarnich metabolitl 202,203)

Z chemickych Cinitelti prostiedi je dulezité zajistit patficné pH, oxida¢né redukéni
potencial, koncentraci a tenzi rozpusténého kysliku, oxidu uhli¢itého nebo dalsich plynt 208),

4.2.3 Kultivaéni zarizeni

Volba vhodného kultivaéniho zafizeni ma pro pfipravu explantitovych kultur
rostlinnych bunék znaény vyznam, nebot’ pii kultivacich ve vétSich objemech se rostlinné
buniky 1i§i od mikrobnich zejména vysokou zdanlivou viskozitou bunécnych suspenzi,
spojenou s citlivosti ke stfiznym silam v disledku zna¢ného bunééného objemu. Vhodnym
laboratornimi zafizenim mohou byt pomalob&zné rollery nebo tifepacky pro umisténi
Erlenmayerovych banék. Pro produkci ve vétSim méfitku jsou ov§em nezbytné bioreaktory,
které vyhovuji kultivaénim podminkam i v objemech desitek az stovek litri. Jako vyhodna
zafizeni se ukdzaly napf. sterilni vaky k jednordzovému pouziti umisténé na podlozce
zajiStujici vinéni obsahu a tim jeho miseni a provzdusnovani. Klasické bioreaktory

ptredstavuji sklenéné nebo nerezové nadoby s vhodnym michadlem a monitorovacimi prvky.
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Jako ukdzku specifického bioreaktoru lze zminit zatfizeni pro rist kofenovych kultur, které

) . e, i e 203,208
jsou na stojanu sprejovany zivnym médiem ),

4.3 Rust a mnozeni bunék, ristova krivka

Pro pochopeni jakéhokoliv biotechnologického procesu jsou nutné kinetické studie,
které se zabyvaji rychlostmi produkce bunék nebo jejich metabolitd a vlivy raznych faktort
na tyto rychlosti. Rlistem je minéno zvySeni hmotnosti bunék, mnozenim pak zvysSeni poctu
bunék v kultivaéni kapaling 2°2,

Vynésime-li hmotnost bunék v zavislosti na Case, ziskdme rtstovou kiivku, na které
muzeme nalézt zakladni faze rustu. Lag faze je obdobi pfizpiisobovani bunék v novém
prostfedi po naockovani, v niz pocet zivych bunék obvykle klesa, v akcelera¢ni fazi se bunky
mnozi se stale stoupajici rychlosti a dosahuji maximalni konstantni rychlosti v exponencialni
fazi. V deklinaéni fazi se rychlost mnozeni zpomaluje néasledkem vycerpani substratii nebo
hromadénim toxickych metabolitii, ve stacionarni fazi je rychlost mnozeni a odumirani bunck

, ;. sy s v v v v - 203
V rovnovaze a ve fazi odumirdni rychlost odumirdni bunék pfevysuje rychlost mnoZzeni ),

Ruastova kiivka:

1 - lag faze,
2 — akceleracni faze,

3 — exponencidlni faze,

hmotnost bunék
w

4 — deklinacni faze,

5 — stacionarni faze,

6 — faze odumirani.

doba kultivace

4.4 Vyuziti explantatovych kultur

Explantatové rostlinné kultury se uplatni zejména jako 203, 204),
a) Alternativni ptiprava produktt ziskanych dosud z rostlin v polni kultufe.
b) Ziskavani produktd obsazenych v nesnadno péstovatelnych rostlinach.

C) Ziskavani novych latek v disledku zmén metabolizmu explantatovych rostlinnych

bunék.
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d) Produkty biotransformaci, kdy z pomémné levnych a dostupnych substrati lze

ziskat farmaceuticky vyznamné latky.

e) Rozmnozovani rostlin in vitro, ozdravovani a konzervace rostlinnych druht.

f) Ziskavani geneticky modifikovanych rostlin.

Rostliny pfedstavuji nenahraditelny zdroj pro vyhleddvani biologicky aktivnich
slougenin vyuZivanych v terapii fady zavaznych chorob % 210 3 zaroven také latek pro
potravinaisky pramysl (barviva, korigencia viing, sladidla, silice) nebo pro zeméd¢€lstvi. V
uvedenych oblastech 1ze vyuzivat produkce s pomoci explantatovych rostlinnych kultur. Jako
ptiklady medicinsky dilezitych metaboliti lze uvést napi. antineoplastické alkaloidy z
Catharanthus roseus nebo Camptotheca acuminata, pfipadné¢ antimalaricky pusobici
artemisinin z Artemisia annua. 1 kdyz byla produkce mnoha takovychto zajimavych latek
provedena biotechnologicky v laboratornim méfitku, ve velké vétSiné piipadd nebylo
dosazeno ekonomické produkce ve velkém méfitku. Za nejvyrazngjsi uspéchy farmaceuticky
vyuzivanych metabolitd v primyslovém vyuziti lze uvést napf. antineoplasticky pusobici
paklitaxel (Taxus spp.), ginsenosidy pouzivané jako dopliky stravy z Panax ginseng, berberin
z Coleus blumei (Rozmarynova kyselina), Echinacea purpurea a E. angustifolia
(polysacharidy). Jednou z prvnich latek pfipravovanych pramyslové biotechnologicky je
sikonin z Lithospermum erythrorhizon 2% 211.212)

Konopi je jednou z rostlin, u které nebylo dosazeno vyraznych tuspéchli pii produkci
kanabinoidii v explantatovych kulturach 2> %%, Heitrich a Binder (1981) publikovali
usp&snou produkei THC kalusovou kulturou Cannabis sativa 2, v dalsich publikacich uz

. . s . . . 1o 216
jsou ovSem uvadény jen Castecné Uspéchy v biotransformaci flavonoidi )

217) 218, 219)

, prekurzort

kanabinoidu nebo vlastnich kanabinoida

4.5 Metody ovlivnéni produkce sekundarnich metaboliti

Vzhledem ke snaze o zvySeni produkce Zadanych metabolitl explantatovymi
kulturami, byly vypracovany rtizné zpusoby jejich ovlivnéni. V prvni fadé je Slechténim a
selekci usilovano o ziskani rostlinného materidlu s vhodnymi ptredpoklady stabilnich
vysokoprodukénich linii v z&vslosti na aktivit¢ metabolickych drah. Dal$im krokem je
stanoveni vhodnych in vitro podminek, jako jsou slozeni zivného média, pouziti ristovych
regulatorii a zajisténi optimalnich fyzikalné chemickych podminek. Vzhledem k tomu Zze

sekundarni metabolismus je ¢asto vazan na urcity stupenn diferenciace rostlinnych pletiv, je
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mozné zménami rustovych hormonti docilit kultivace naptf. prytd nebo kofenti a tim
dosahnout zadané produkce. S timto souvisi i transformace rostliny s vyuzitim Agrobacterium
rhizogenes a tvorbou kofenovych kultur s moZnosti inkorporace genetické informace.
Nevyhodu in vitro péstovani diferencovanych pletiv predstavuje komplikovanéjsi stavba
bioreaktoru. Imobilizace rostlinnych bun¢k v uméle pfiddvané matrix predstavuje dalsi
moznost jak dosdhnout vysSich vytézka, také v souvislosti s ¢aste¢nou diferenciaci.
Nevyhody tohoto postupu piedstavuji potencialni extrakce produkovanych latek
Z imobiliza¢nich matrix a horsi pfeveditelnost systému do vétsiho objemu. ZvySeni produkce
muze byt také dosazeno dodavanim prekurzorti v dané metabolické draze, in situ odebiranim
tvofeného produktu nebo zvySenim rozpustnosti metabolizovanych latek s vyuzitim f-
cyklodextrinu. Somatickd embrya piedstavuji také utvary s pocinajici diferenciaci, u kterych
lze dosdhnout pozitivni aktivace metabolickych drah 211,220)

Pti procesu elicitace se vyuziva schopnosti rostlin i rostlinnych bunék kultivovanych
in vitro reagovat na ruzné stresové podnéty, vyvolané naptiklad patogeny nebo vlivy
prostfedi, celou fadou obrannych reakci, na jejichz konci dochédzi ke zvySené akumulaci
sekundérnich metabolitii (fytoalexinll). MiiZze byt ovlivnéna vlastni biosyntéza, uskladiiovani,
transportni nebo degradacni procesy a to jak sekunddrnich tak primarnich metabolitt.
Elicitory miizeme rozd¢lit na dva zakladni subtypy — biotické a abiotické. Biotické elicitory
jsou agens biologického puvodu, které vystupuji v interakcich rostlina-mikroorganizmus.
Jedna se o kompletni homogenaty inaktivovanych kultur mikroorganizmu, o enzymy $tépici
bunéCnou sténu (pektindzy, celulazy), nebo o pfimo aplikované oligosacharidy, peptidy,
glykopeptidy nebo lipidy predstavujici signaly vyvolané napadenim patogenu nebo jiného
Skiidce. Jako abiotické elicitory se oznacuji stresovi Cinitelé fyzikalniho nebo chemického
puvodu, jako UV zafeni, ionty tézkych kovl, zmény osmotického tlaku, zmény pH a dalsi.
Casto se také vyuzivaji molekuly zapojené v procesu kaskadového pienosu signalu,
predstavované piedev§im kyselinou jasmonovou a jejim metylesterem nebo kyselinou
salicylovou. Nevyhodou elicitace je zkuteCnost, ze ne vSechny latky jsou tvofeny jako
ochranné fytoalexiny, proto proces elicitace nemusi byt vzdy tspésny. Uspéch elicitace je
také zavisly na vybéru elicitoru a jeho koncentraci, na fazi buné¢ného ristu ve které je
pfidavan, nebo na kultiva¢nich podminkach 211, 220,221)

Elicitace ptedstavuje komplexni proces, pii kterém jsou bunky schopné rozpoznat
signalni molekuly (elicitory) na zakladé vazby s receptorovym systémem, ktery se nejcastéji

nachazi na povrchu plazmatické membrany. Signdly jsou dale pfendSeny pomoci signalnich
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drah G-proteinu, fosfolipazy C, adenylat cyklazy, dochazi ke zm&nam koncentrace Ca®* iontd
a dal$imi amplifika¢nimi kaskddami protein kindz jsou aktivovany mitogenem aktivované
protein kinazy. Tyto déje vedou k aktivaci transkripCnich faktori, ke zménam transkripce
genti kodujicich enzymy zapojené v biosyntéze sekundarnich metabolit, pfipadné¢ vedou
k dal§im posttranslaénim modifikacim. Casova posloupnost obrannych dg&ji zahrnuje bdhem
n¢kolika prvnich hodin procesy spojené s aktivitou G-proteinu, uvoliiovanim signalnich
molekul napi. NO, cAMP, IP;, dochazi k cytoplazmatické acidifikaci a extracelularni
alkalinizaci, tvofi se reaktivni formy kysliku, akumuluji se fenylpropany, jasmonova kyselina
a etylen, kdezto sekundarni metabolity jsou tvofeny az v fadove desitkdch hodin po procesu
elicitace. Elicitory obvykle neovliviiuji genovou aktivitu pfimo, ale zprosttedkované pomoci
pfenaSecl signalu 221,222)

Zajimavym a velice perspektivnim oborem je metabolické inzenyrstvi, které vyuziva
poznatkd molekularni biologie a stavi na dokonalé znalosti metabolickych drah, které se snazi
pozménit a optimalizovat. V této souvislosti jsou metabolomika a dalsi —omik metody
dulezitym zdrojem informaci, vzhledem k tomu, Ze velka ¢ast metabolickych posloupnosti

stale jesté neni rozpoznana 208, 220, 223)
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5. Metabolomika jako soucéast Funkéni genomiky

Metabolomika je nova véda objevujici se od konce 90. letech 20. stoleti, jejiz bouitlivy
rozvoj je vidét v nartistu odbornych publikaci do dnesni doby. Obdobi po rozlusténi genomu,
jak lidského, tak nékterych dalSich organizm, je charakterizovano nartstem dat z riznych
oborl a pohledl na funkéni zakonitosti organizmi (sytémova biologie), potazmo na funkci
genti (funk¢ni genomika), doprovazené rozvojem analytickych metod a statistickym
zpracovéni velkych objemi ziskanych dat 2®). Cilem této kapitoly neni uvést celkovy vydet
odborné literatury vztahujici se ke vS§em zakoutim funk¢éni genomiky a souvisejicich —omik
disciplin, ale spiSe uvést zakladni myslenky a pfistup k metabolomice, jakoz i jeji zafazeni
Vv prostoru funkéni genomiky a jeji dalsi vyuziti.

Metabolomika je véda studujici celkovy rozsah metaboliti produkovanych danym
organizmem, kvalitativné i kvantitativné. Je to rovnocenna véda dal§im disciplinam, které
studuji metabolizmus na dalSich Grovnich zivého systému: genomika studuje celkovy genom
organizmu, transkriptomika celkovy soubor transkriptii RNA, proteomika celkovy soubor
proteintll, po niz lze hierarchicky zatadit metabolomiku. Zde je nutné podotknout, Ze tvrzeni
»analyza vSech metaboliti® je velice ambicidzni, ovS§em na hranici moznosti soucasnych
analytickych metod, vzhledem k obrovské diverzité rostlinnych metabolitii, jejich rozdilné
polarité, §ifi koncentraci a moznosti zachytit jen vyfezy ve studiu zivého organizmu. Byly
vytvofeny 1 dal§i —omik discipliny studujici specifické déje jako napt. fluxomika (tok
metabolitil), lipidomika (latky lipidového charakteru), interaktomika (vzajemné interakce),
metabonomika (termin vyuzivany v biochemické analyze v toxikologii nebo patofyziologii)
atd. Propojeni poznatkii —omik disciplin by mélo pfinést dilezité informace pro pochopeni
pfipadné ovlivnéni zivého organizmu. Metabolom je soubor metaboliti produkovanych
danym organizmem v daném Case za urcitych podminek, cozZ jsou konecné produkty genoveé
exprese a dalSich regulatornich procesi. Ptistup ke studiu Siroké Skaly nizkomolekularnich
primarnich 1 sekundarnich metaboliti lze rozdélit na dvé zakladni vétve. Metabolické
profilovani se zamé&fuje na vybranou skupinu metabolitdl, s moZnosti opomenuti predevsim
neidentifikovanych latek. Tento cileny pfistup vyuziva jak kvalitativni, tak kvantitativni
chemické analyzy. Metabolicky otisk prstu (metabolicky fingerprint) se na druhou stranu
snazi o zachyceni maximalniho poctu metabolitl, 1 bez jejich identifikace, coz predstavuje
necileny pfistup zaméteny na vyhledavani rozdilnosti a detekei diilezitych metabolitii. Cilena

analyza vybraného metabolitu spiSe nevyhovuje definici metabolomiky a funkéni genomiky,
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v souvislosti s pozadavkem holistického pfistupu a méla by byt vnimana spiSe Cisté
z analytického pohledu 22 2% 226),

Vyuziti metabolomiky zabyvajici se rostlinami spoc¢iva piedevsim v identifikaci nebo
rozliSeni genotypu a fenotypu v souvislosti s taxonomii, prizkumem transgennich organismu
a rozdilnosti mezi divokou a transgenni rostlinnou. Zkouma funkce genli a souvisejici
regulatorni procesy rostlinné fyziologie, s ¢imz uzce souvisi i studium biosyntetickych drah.
Dalsimi oblastmi mohou byt kontrola kvality 1é¢iv a analyza extrakti léCivych rostlin.
Hledani novych struktur z pfirodnich zdroju je dalsi perspektivni vyuziti. Metabolomika se
rozviji nejen v oblasti rostlinného materidlu, ale i v analyze ostatnich biologickych vzorkt
(buiiky, tkané, télni tekutiny — moc, krev) v Iékarské toxikologii, fyziologii nebo
patofyziologii a stdva se dllezitym nastrojem v detekci biomarkerd urcitého onemocnéni,
sledovani jeho pribchu a terapie. Nutrigenomika a nutricni metabolom piedstavuji propojeni
mezi stravou a zdravim C¢lovéka. Metabolomicky pfistup lze nalézt i v Siroké Skale obort
potravinafského pramyslu 2 %" 228) Metabolomika se stale rozviji a stale se objevuji nové

oblasti potencidlniho vyuziti.

5.1 Vyuziti analytickych metod v metabolomice se zamérenim na NMR

Pro metabolomickou analyzu je mozné vyuzivat Siroké §kaly chemickych analytickych
metod. Obecné je pozadovana metoda rychld (,high throughput screening®), spolehliva,
citlivd, vhodna na automatizaci, pokryvajici dostate¢nou oblast metabolitii a vyzadujici pouze
malé mnoZstvi vzorku. Vybér vhodné metody je kompromisem mezi poZadovanymi
vlastnostmi, kde kazda metoda vynika v urcitych oblastech. Prozatim ovSem nebylo u Zadné
dosazeno vsech pozadovanych parametri a kazda z metod v uréitych smérech vynika nebo
naopak zaostava. Dal§im vyznamnym krokem je vhodna ptiprava vzorku, tak aby nedoslo ke
znehodnoceni a pripadné ztrat¢ zajimavych sloucenin. Zaroven musi byt pfiprava rychla
vzhledem ke zpracovani velkych sad vzorki.

Metabolomika muze byt zalozena na separacnich metodach v kombinaci s vhodnymi
detektory, nejcast&ji: TLC, LC-UV/IVIS, LC-MS, GC-MS, CE-MS. Dile je mozné vyuzit
spektralni metody jako IC, NMR nebo MS a mikroarray systémy. Separa¢ni metody obecné
vynikaji citlivosti a specifitou s moZnosti kombinace se vSemi vyznamnymi detektory
(UV/PDA, NMR, MS, NMR + MS). Jejich nevyhody ptedstavuji rtiznorodé parametry
separace (externi podminky, rozdily v rozpustédlech a predevsim rozdilné kolony a jejich

neustaly vyvoj), kde se v pribéhu casu ztraci reprodukovatelnost a dale napf. nutnost
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kalibra¢nich kiivek pro kvantitativni analyzu nebo pomala prichodnost systémem (piedev§im
u LC). Kazda z metod (GC, LC, CE) je pak vhodna pro rizné skupiny metabolitt. UV/VIS je
vazan na separacni metody, je selektivni pouze pro latky s chromofory a poskytuje minimalni
strukturni informaci. IC poskytuje pfedev§im informace o funkénich skupinach a je spise
pouzivan pro analyzu metabolického otisku prstu. Vyznmnymi a nejvice pouzivanymi
metabolomickymi detektory jsou MS a NMR, které mohou byt pouzity samostatné, nebo
v kombinaci s chromatografickou metodou (pfedev§im MS). VeSkeré zminéné analytické
metody je nutné vnimat jako komplementarni metody a ne jako soupeie, vzhledem Kk tomu, ze
kazda z nich mtze poskytnout diilezité informace. MS v dneSni dob¢ ptedstavuje nejcitlivejsi
analyticky detektor, je selektivni a rychly, lze ziskat strukturni informace s vyuzitim
fragmentaci a pro GC-MS existuji databaze chemickych sloucenin. Nevyhody ptedstavuje
nutnost tvorby kalibra¢nich kifivek pro kazdou latku pii kvantitativni analyze a
reprodukovatelnost MS systému. Ta je kromé metody tvrdé elektronové ionizace (electron
impact) horsi, vzhledem k rozdilnym typum pouzivanych ionizacnich metod s mnoha

proménnymi parametry a ¢asto zde jesté hraje roli kombinace s chromatografii (viz. vyse) 224,

227, 229, 230)
Vyhody NMR spocivaji ve vysoké reprodukovatelnosti zalozené na fyzikalnim méfeni
rezonance magnetického momentu jadra atomu, na piimé korelaci mezi intenzitou signalu a

molarni koncentraci (1H NMR) 281, 232, 233, 234)

, rychlosti (zaleZi na typu experimentu, ptistroji a
mnozstvi vzorku), nedestruktivnosti a poskytnuti vyznamnych strukturnich informaci.
Nevyhody piedstavuje nizka senzitivita, kterou je snaha zvysit vyvojem silnéjSich magnetu,
vyuZzitim chlazeni elektronickych soucésti (kryosondy) a prodlouZenim ¢asu méteni. Dalsi
nevyhody ptedstavuji pouziti riznych deuterovanych rozpoustédel a riizné sily magnetického
pole pftistroje, které 1ze ovSem standardizaci piekonat. Nevyhodu pfedstavuje i komplexnost
spekter pfi studiu smési. Moderni instrumentalni postupy vyuZzivaji i kombinace kapalinové
chromatografie s NMR jak online tak offline a propojeni kapalinové chromatografie s NMR a
nasledné¢ MS. Identifikace metaboliti na zakladé NMR méfeni probihd pfifazenim signala
v 'H spektrech. Pro dalsi potvrzujici data, nebo pro objasnéni chemické struktury se dale
vyuzivaji Bca®™N spektra a rizné druhy 2D NMR spekter, nejcastéji J-res, COSY, HSQC,
HMBC a dalsi stale se vyvijejici metody. Pii pfiprave extrakti vzorki pro NMR méteni mize
byt pouzito piimo deuterovanych rozpustédel 235,236, 237),

Nutnost vypracovani spole¢ného protokolu, standardnich operacnich postuptli, pro

moznost porovnavani vysledkl z riznych pracovist, vypracovéani spolecného protokolu pro
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ukladdani a sdileni dat, zatim neni v metabolomice Upln¢ vyfeSeno. V transkriptomice ¢i
proteomice jsou tyto protokoly a riizné databaze jiz realitou, je ovSem nutné piihlédnout
k faktu, kolik zakladnich stavebnich kament tyto védy vyuzivaji (5 nukleovych bazi, 22
aminokyselin). Naproti tomu v metabolomice se pfedpoklada az 200 000 ruznych chemickych
struktur, kde tvorba databazi je extrémné naro¢nou problematikou. NMR je v tomto ohledu
velice vyhodnou metodou diky zaznamenani trvalé informace zalozené na fyzikalnich
parametrech, zarucujici jejich neménnost a tim reprodukovatelnost v prubéhu ¢asu a vyvoje
novych technologii 226.23%) prg uplnost je diilezité uvést nekteré jiz existujici metabolomické

projekty spektralnich databazi, jako napf. ,,Human Metabolome Database 2%9)

, »Biological
Magnetic Resonance Data Bank“ 2* nebo ,,Medison Metabolomics Consortium Database*
240 které jsou voln¢ ptistupné na internetu. Dal§i moznosti je vyuziti komeréniho softwaru,
ktery pfimo obsahuje databdzové systémy pro rychlejsi a G€innéjsi zpracovani naméfenych

dat.

5.2 Analyza hlavnich komponent (PCA)

Pro analyzu velkého poctu ziskanych dat s mnoha proménnymi, které¢ odpovidaji
komplexni smési produkovanych metabolitt, je vhodné vyuzit odpovidajici statistické
nastroje. Tyto ndm pomohou odlisit stale se opakujici sekvence od vyznamnych rozdilnosti
zpusobenymi napiiklad experimentdlnimi vlivy a zkrétit tak Cas potfebny na analyzu
primarnich spekralnich dat.

Vyznamnym zéastupcem pouzitelnym pro zpracovani vicerozmérnych dat je analyza
hlavnich komponent. Jedn4 se o linedrni neparametrickou shlukovou metodu, nevyZzadujici
pfedchozi znalost o souboru vzorki, kterd redukuje stupet multirozmérnych dat do
zastupnych bodl (latentnich proménnych), pficemz zachovava jednotlivé rozdilnosti
puvodnich méfeni. Linearni projekce jednotivych hlavnich komponent jsou tvofeny na
zakladé minima soutu Cctverci odchylek v multidimenziondlnim prostoru latentnich
promé&nnych a jsou zobrazovany v grafické variant€ jako rozptylovy diagram komponentniho
skore (tzv. skore diagram), ktery umoziuje rychlé a jednoduché vyhodnoceni, nej€astéji v
dvourozmérném meétitku (pro jednoduchd data staci pouze jeden rozmér, na druhou stranu
moderni software je schopen zobrazit také 3D). Latentni proménné maji vyrazné lepsi
vlastnosti pro zpracovani — je jich vyrazné méné€, vystihuji témeét celou proménlivost
puvodnich znaki a jsou vzajemné nekorelované. Prvni hlavni komponenta je takovou linearni

kombinaci, ktera ma nejvétSi rozptyl mezi vSemi ostatnimi linearnimi kombinacemi
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(vyjadiuje se procentueln€). Druha hlavni komponenta méa nejvétsi rozptyl mezi zbytkem
linearnich kombinaci a je kolma na komponentu prvni. Analogicky jsou definovany ostatni
hlavni komponenty. Pro nazornost lze tento proces piipodobnit vlozeni roviny do
tiirozmérného prostoru, tak, abychom dosahli ptfehlednosti a dobré interpretovatelnosti.
Nedilnou soucésti jsou vzdy tzv. loading diagramy, neboli grafy komponentnich vah, které
graficky predstavuji, jak dalece jsou jednotlivé proménné totozné s danou komponentou, nebo
z jiného uhlu feceno — které proménné jsou zodpoveédné za separaci. Loading parametry jsou
tedy piimo spjaty s pivodnimi proménnymi, piicemz skore a loading diagramy jsou navzajem
komplementarni. V ramci NMR méfeni jsou loading diagramy vyuzivany k detekei
jednotlivych chemickych posunti (spektralnich oblasti) zodpovédnych za separaci danych
vzorkl ¢i jejich shlukd. Obecné je separace nejvyznamnéjsi v prvnich tfech komponentach
(PC1, PC2 a PC3), ale zajimavé vysledky mohou byt dosazeny i pro komponenty vyssich
stupiti. PCA modely jsou konstruovany ze vSech namétenych vzorkl a lze konstatovat, ze
&im vice méfeni, tim pfesn&jsi je naslenda statistickd analyza 2** 24 244)

Pro tplnost je nutné zminit vyznamny krok ptfedptipravy dat pfed vlastni analyzou.
Jednd se zejména o Skalovani a centrovani, pro =zajiSténi optimdlniho porovnavani
jednotlivych vzorkli a jejich umisténi v zobrazovanych grafech. Je nutné upozornit, ze
jakékoliv zména v piedpiipravnych parametrech miize mit vyznamny vliv na celkovy
vysledek analyzy. S timto souvisi jeden zasadni poznatek: Analyza vicerozmérnych dat je
dilezita metoda pro ziskani informaci z metabolomickych dat, ale vysledky jsou zakddovany

jen a pouze v puvodnich datech, ne v statistické analyze.

59



V. Experimentalni ¢ast
Pristroje

laboratorni analytické vahy Laboratory Pro 32/34 F: Sartorius, Goettingen;

laboratorni vahy: Sartorius, Goettingen;

pH metr Micro pH 9000: Gerhardt, Konigswinter;

mikroskop Nikon Diaphot, ¢ocka Fluor 20; 0,75; 160/0,17; 331035, hlavni vinova délka
365 nm, excitacni filtr UV330 — 380, DM 400, okularovy filtr 420: Nikon, Tokyo;
rtutova lampa HBO — 100W/2: Nikon, Tokyo;

autoklav 50/90E s/n LI2384: Getinge, Zwijndrecht.

lyofilizator Modulyo, olejova pumpa RV 12: Edwards, Velka Britanie;

centrifuga Varifuge 3,0 R: Heraeus Sepatech, Waltham;

centrifuga BHG HermLe Z 231 M: B. HermLe, Gosheim;

ultrazvukova lazen 1L, 5L: Sonicor, New York;

rotacni vakuova odparka R — 210 (vodni lazein B — 419, vakuova pumpa V — 700): Biichi,
Flawil;

ttepacka typu vortex Vibrofix VF1: IKA, Staufen;

G10 Gyrotory Shaker: New Brunswick Scientific Co., Edison;

inkubator 7233: Inventum, Veenendaal,;

NMR spektrometr 500 MHz Bruker AV-500, sonda TINS dual-flow: Bruker, Karlsruhe;
NMR spektrometr 600 MHz Bruker DMX-600, sonda TXI-ZGRAD ATM Cryo-probe:
Bruker, Karlsruhe;

HPLC chromatograf v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem, série 1100 SL, APCI:
Agilent Technologies, Palo Alto;

chromatograficka kolona Zorbax Eclipse XDB-C18, 150 x 4,6 mm (5 um): Agilent,
Santa Clara;

extrakéni kolona SEP - Pak® Cartridge Plus C18: Waters Corporation, Milford;

box s laminarnim proudénim vzduchu CLF 690: Clean air techniek, Woerden;

aku pipeta Pipetus® — aku: Hirschmann Laborgerate, Eberstadt;
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Chemikalie

metanol absolute p. a., etylacetat p. a., chloroform stabilizovany etanolem p. a., metanol
absolute pro HPLC: Merck Biosolve Ltd., Valkenswaard;

CDClj3 (99,80 %), Metanol-d,4 (99,8 %): Euriso-top, Paiiz;

D,0 (99,9 %): Spectra Stable Isotopes, Columbia;

NaOD: Cortec, Pariz;

3-(trimethylsilyl)propionat-ds sodny puriss., dihydrogenfosfore¢nan draselny p. a.,
dusi¢nan draselny p. a., dusi¢nan amonny p. a., kyselina boritd p. a., siran manganaty p.
a., siran zine¢naty p. a., jodid draselny p. a., molybdenan sodny p. a., siran méd’naty p.
a., chlorid kobaltnaty p. a., kyselina nikotinova p. a., glycin p. a., chlorid sodny p. a.:
Merck, Darmstadt;

jodid draselny p. a., ethylendiamin disodna sil p. a., sacharéza p. a., myoinositol p. a.,
agar Gelrite, pepton z kaseinu, agar z kaseinového a sojového peptonu, kvasinkovy
extrakt, malt extrakt agar pro zviastni ucely, NAA, Kinetin pro rostlinné explantdtové
kultury: Duchefa Biochemie, Haarlem;

2,4-D, I1AA pro rostlinné explantatové kultury: Fluka, Buchs;

siran hofec¢naty p. a.: OPG Farma, Utrecht;

siran Zeleznaty p. a.: Brocades-ACF, Maarssen;

chlorid thiaminia p. a.: Janssen Chimica, Geel;

chlorid vapenaty p. a., chlorid pyridoxinia, Jasmonova kyselina pro rostlinné
explantdtové kultury, citrusovy pektin p. a.: Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim;

THC, THCA: Katedra farmakognosie, Univerzita Leiden;
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3. Tkanova kultura Cannabis sativa L.

3.1 TKkanova kultura

Pro pokusy byly pouzity tfi druhy suspenznich kultur (GB, GC a Fiber) odvozené
z intaktni rostliny Cannabis sativa L. variety Four-way. Semena rostliny byla ziskana
ze Sensi Seed Bank, Amsterdam, Holandsko a jejich kultivace probihala v kultivaéni
mistnosti Univerzity Leiden, Leiden, Nizozemi. Explantitové kultury GB a GC byly
odvozeny z listt, kultura Fiber z kvétd. Kultivace suspenznich a ostatnich kultur byla
provadéna v kultivaéni komotre Katedry farmakognosie University Leiden na rotacni tfepacce
(110 rpm) za kontinudlniho osvétleni (1066 — 1600 lux) pfi teploté¢ 25 + 2 °C. Udrzovaci
kultivace probihala ve 250 ml Erlenmayerovych bankach uzavienych silikonovym tésnénim.
Pravidelné pasdZovani probihalo ve c¢trnactidennich intervalech, kde bylo 25 ml suspenzni
kultury asepticky pfeneseno automatickou pipetou do 50 ml sterilniho zivného média. Pro
produkci kultur ve vétsim méfitku byly pouzity 500 ml a 1000 ml Erlenmayerovy banky s
vyuzitim analogickych postupt a objemt, tak aby bylo dosazeno zfedéni 1:2 pfi pasazovani.
Pro préci s explantatovymi kulturami byl pouzivan box s laminarnim proudénim vzduch a

sterilni pomticky podle zdsad prace v aseptickém prostiredi.

3.2 Zivné médium
Suspenzni explantatové kultury byly kultivovany v tekutém Zivném médiu podle
Murashigeho a Skooga doplnéné o komponenty vitamini média BS5 dle Gamborga a

s piidavkem 2 mg.I? 2,4-D a 1 mg.I"! kinetinu jako ristovych regulatort. SloZeni Zivného

média vztaZzené na 1 litr bylo nésledujici 249, 250).

CaCl, .2 H,0 440,00 mg
KH,PO, 170,00 mg
KNO3 1900,00 mg
MgSO, 182,00 mg
NH4NO; 1650,00 mg
FeSO, . 7 H,0O 27,80 mg
Na,EDTA . 2 H,O 40,90 mg
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MnSQO, . H,O 16,90 mg

ZnSQO4 . 7 H,0 13,80 mg
HsBO3 6,20 mg
Kl 0,83 mg
CuSOy4 .5 H,0 0,025 mg
Na;MoO, . 2 H,0O 0,25 mg
CoCl; . 6 H,O 0,025 mg
myoinositol 100,00 mg
glycin 4,00 mg
kyselina nikotinova 1,00 mg
pyridoxin hydrochlorid 1,00 mg
thiamin hydrochlorid 10,00 mg
sachar6za 30 000,00 mg

V ptipadé pouziti zpevnéného média byl pouzit agar Gelrite v koncentraci 4000 mg.l‘1
v piipadé agaru pro kalusové kultury a somatickou embryogenezi, nebo 15000 mg.l™
Vv piipad¢ agaru pro kontaminacéni testy. pH média bylo vzdy upraveno na hodnotu 5,8 a

médium sterilizovano v autoklavu po dobu 20 minut pfi teploté 121 °C a tlaku 0,1 MPa.

3.3 Kontaminacni test
Pro zjisténi kontaminace suspenznich kultur byla provedena kultivace na
mikrobiologickych substratech s nasledujicim sloZzenim:
LB agar:
" Kaseinovy hydrolyzat — 10 g.I"*
Kvasinkovy extrakt — 5 g.I"*
Chlorid sodny — 5 g.I"
- Upraveno pH =7,0
Malt extrakt agar:
" Maltéza— 12,75 g.I*
Dextrin — 2,75 g.I"*
Pepton — 0,78 g.I"*
- Upraveno pH =47
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Tryptdzo sojovy agar:
" Kaseinovy hydrolyzat — 15 g.I"*
Sojovy pepton — 5 g.I*
Chlorid sodny — 5 g.I"*
- Upraveno pH=17,3
Malt extrakt agar byl pouzit specificky pro rist kvasinek a plisni, LB agar a Trypt6zo

sojovy agar pro rust bakterii.

Kultivacni agary byly pfipraveny dle rozpisu v ptipadé LB a Tryptozo sojového agaru,
pro Malt extrakt agar byla pouzita hotova smés vyrobce (Fluka). Pidy byly sterilizovany a
asepticky rozlity do Petriho misek. Po zatuhnuti byly misky ponechany v susarné pfii teploté
37 °C po dobu 24 hodin pro kontrolu kontaminace a vysuseni.

Ockovani agart rostlinnou suspenzni kulturou bylo provedeno dvéma zptisoby. Jednak
prenesenim pipetou nékolika kapek kultury a néslednym rozetienim po agaru sterilni $pachtli,
druhd metoda ockovani probihala mikrobiologicky nad kahanem s vyuZitim bakteriologické
Klicky. Ockovani agart probihalo v aseptickém prostiedi pro minimalizaci mozZnosti
kontaminace vné&jSim prostredim.

Kazdy druh agaru byl naockovan kulturou GB, GC nebo Fiber a to jak metodou
pipetovani a roztéru, tak bakteriologickou klickou. VSe ve tfech paralelnich provedenich.
Kultivace naoc¢kovanych agarli probihala pii teploté kultivace rostlinnych suspenznich kultur
(25 °C) a v inkubdtorech pii 30 a 37 °C. Naockované agary byly sledovany po dobu jednoho
tydne.

3.4 Tvorba kalusové kultury

Pro tvorbu kalusovych kultur byly pouzity kultury GB a GC. 10 ml suspenzni kultury
bylo asepticky pfeneseno do Petriho misek s Zivnym médiem zpevnénym agarem. Pro tvorbu
kalusovych kultur byly pouZity dva typy média. Prvni totozné s médiem pro suspenzni kultury
a druhy typ s obménénym sloZenim rastovych hormont ve sloZeni 0,5 mg.1™ IAA, 2 mg.I*
2,4-D, 0,2 mg.I"! kinetinu a 0,5 mg.I" NAA. Kultivace probihala za kontinualniho osvétleni
(1066 — 1600 lux) nebo kontinualni tmy pfi teploté 25 + 2 °C. PasaZzovani bylo provadéno po

30 dnech pomoci sterilnich pinzet a 1zicek.
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3.5 Elicitace — jasmonova Kyselina, pektin

Elicitacni experiment byl proveden u suspenznich kultur GB a GC se standardnim
zivnym médiem a za stejnych kultiva¢nich podminek jako u udrzovacich suspenznich kultur.
Z ptipravenych zasobnich kultur jednotlivych linii byly bunky asepticky vakuové
prefiltrovany pies Biichnerovu nalevku a 5 g bun¢k bylo naockovano do 50 ml zivného média
ve 250 ml Erlenmayerovych bankach. Elicitace Jasmonovou kyselinou a pektinem byla
provedena 4. den po inokulaci (neni zapocitan den inokulace = nulty den). Pro kazdy odbér
byly pouzity 3 paralelni vzorky elicitovanych i kontrolnich kultur. Prvni odbér byl proveden
po inokulaci (¢as 0 = TO0), druhy odbér 2. den (T1) po inokulaci a tieti odbér 4. den (T2) po
inokulaci, kde jiz zacaly byt odebirdny vzorky kontrolni i elicitované. Dale byly odebirany
vzorky kazdy druhy den po dobu Zivota suspenznich kultur (cca 1 mésic) (T3, T4, atd.).

Pro elicitaci byl ptipraven 30 % etanolovy roztok Jasmonové kyseliny, ktery byl
sterilizovan filtraci (0,22 um filtr). Ke kulturam byla Jasmonova kyselina asepticky
napipetovana (0,1 ml) tak aby vznikla kone¢na koncentrace 100 uM. Jako kontrola byl pouzit
30 % etanolovy roztok. Kultury elicitované Jasmonovou kyselinou byly kultivovany
Vv oddélené komote, pro zamezeni kontaminace ostatnich vzorkda.

Pro elicitaci bylo pouzito 50 mg pektinu upraveného naslednym postupem:
k navaZzenému pektinu bylo ptidano 1,5 ml vody s upravenym pH = 4,6 (pomoci HCI) a
suspenze byla inkubovana pii 80 °C po dobu 5 minut. Smés byla sterilizovdna v autokldvu a
uchovana pti 4 °C po dobu 12 hodin. Pted elicitaci byla smés pii1 60 °C po dobu 10 minut

roztavena a asepticky pfidana do suspenznich kultur.

3.6 Somatickda embryogeneze

V experimentu pro vznik somatické embryogeneze byly pouzity kultury GB a GC.
Kultivace probihala na kruhové tfepacce v piipad€ suspenznich kultur, nebo stacionarné
Vv pfipad€ kultivace na agarem zpevnéném médiu v Petriho miskach. Kultivaéni podminky
byly totozné jako u udrzovacich suspenznich kultur, pficemz zivné médium bylo upraveno
pro potieby tvorby somatickych embryi a to bez pridavku fytohormont, nebo s ptidavkem
vyssi koncentrace auxinu (2 mg.1™? 2,4-D) jako jediného ristového regulatoru (obr. 7). Jak
tekuta tak zpevnénd média byla inokulovéana 5 g asepticky pod tlakem zfiltrovanych buné¢k ve
ttech paralelnich provedenich pro ob¢ kultury a obé zivna média. PasaZovani embryogennich
suspenznich kultur probihalo ve 14 dennich intervalech metodou ztfedéni 1:2, tak jako

Vv pfipad€é udrZovacich suspenznich kultur. PasaZovani embryogennich kultur na agaru
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probihalo po 30 dnech. Pii kazdém pasazovani byl odebran vzorek pro mikroskopickou a

chemickou analyzu po dobu 2 mésict.

Obr. 7: Schéma experimentu somatické embryogeneze.
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4. Zpracovani vzorki, extrakce a instrumentalni analyza

4.1 Odebirani a zpracovani vzorki

Pted filtraci suspenznich kultur byl odebran vzorek pro hodnoceni Zivotnosti bunék.
Déle byly suspenzni kultury pod tlakem prefiltrovany na Biichnerové nalevce. Bunécny
materidl byl dvakrat promyt 100 ml destilované vody, zvazen pro ziskani vlhké hmotnosti,
neprodlené¢ zmrazen v tekutém dusiku a uchovan pii -25 °C do lyofilizace. Zmrazené bunky
byly lyofilizovany, znovu zvazeny pro ziskani hmotnosti susiny a uchovéany pii pokojové
teploté pro extrakci. Stejny postup byl aplikovan na bunéény material rostouci na agarovych
pudach.

U odsatého média bylo zméfeno pH, médium bylo neprodlen¢ zmrazeno v tekutém
dusiku a uchovéano pfi -25 °C do extrakce.

Hodnoceni Zivotnosti bun¢k bylo provedeno s vyuzitim fluorescenéniho mikroskopu a
fluorescein diacetadtu jako identifikacniho c¢inidla. Byl vytvofen 0,5 % zasobni roztok
fluorescein diacetatu v acetonu, ktery byl uchovavéan v chladu a jehoz fedénim (50x ziedéni
zivnym médiem) byl v €as potfeby vytvofen roztok pro vlastni méteni. Na podlozni sklicko
byla nanesena 1 kapka suspenzni kultury, 1 kapka cerstvé ziedéného fluorescein diacetatu,
ob¢ byly smiseny a piekryty krycim sklickem 251, 252) Smgs byla inkubovana pfi pokojové
teplot¢ 3 minuty a nasledné byl preparat pozorovan v péti riznych mistech. Byl zaznamenan
celkovy pocet bunck a pocet Zivych bunék se zelenou fluorescenci, z nichZ byla procentuelné

spoc€itana Zivotnost bunék.

4.2 Extrakce média a priprava vzorki pro NMR analyzu

10 ml média bylo dvakrat extrahovano 10 ml etylacetatu v délici nalevce. Spojené
etylacetatové extrakty byly vysuSeny siranem sodnym bezvodym. Zfiltrované vysuSené
extrakty byly odpafeny do sucha na vakuové rotacni odparce. Po odpateni etylacetatu bylo
pfidano malé mnozstvi metanolu a znovu odpafeno do sucha. Odpaiené vzorky byly
uchovény pfi 4 °C do doby vlastniho NMR méfeni.

V den NMR méfeni bylo do odpafenych vzorkii média napipetovano deuterované
rozpouztédlo: 800 ul metanolu -d4; banka byla protfepana na vortexu pro uplné rozpusténi
odparku a extrakt byl pfepipetovan do 5 mm NMR kyvety. Po NMR meéteni byly vzorky

Vv deuterovanych rozpoustédlech uchovany v Eppendorf zkumavkéch (1,5 ml) pti 4 °C.
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4.3 Extrakce bunééného materialu a priprava vzorka pro NMR analyzu

100 mg lyofilizovanych bungk bylo extrahovano dvakrat smési 4 ml chloroformu a 4
ml metanol-voda (1:1) v tlustosténnych zkumavkach uzavienych Sroubovacim vickem. Smés
rozpoustédel s bunénym materidlem byla 30 s protiepavana na vortexu a poté byla 10 minut
ponechana v ultrazvukové lazni. Po kazdé extrakci byly vzorky odstfedény v chlazené
centrifuze (4 °C) pti 3000 ot./min. po dobu 20 minut. Po extrakcich byly ziskané vrstvy
spojeny, tak aby vznikly dvé frakce: metanol-voda a chloroform. Tyto byly odpatfeny do
sucha na vakuové rota¢ni odparce. Pro lepsi odpareni frakce metanol-voda byla banka po
Castecném odpafeni promyta metanolem a odpafena do sucha. Odpafené¢ vzorky byly
uchovany pii 4 °C do doby vlastniho NMR méteni.

V den NMR meéfeni bylo do odpatfenych vzorkd chloroformu a metanol-voda
napipetovano deuterované rozpoustédlo: 800 ul CDCl; v pripadé chloroformové frakce, smes
KH,PO,4-d; — D,0O (0,01% TSP, pH = 6,0) a metanolu-d4 v poméru 400 pl : 400 pl v ptipadé
frakce metanol-voda; barika byla protiepana na vortexu pro Uplné rozpusténi odparku a
extrakt byl prepipetovan do 5 mm NMR kyvety. Po NMR méfeni byly vzorky metanol-voda
uchovany v Eppendorf zkumavkach (1,5 ml) a chloroformové vzorky ve sklenénych vialkach
(1 ml) pti 4 °C. Roztok KH,PO4-d, — D,O (0,01% TSP, pH = 6,0) byl piipraven
rozpusténim10 mg TSP a 1,232 g KH,PO,4 ve 100 ml D,O a upravenim pH = 6 pomoci 1M
NaOD.

4.4 Extrakce na pevné fazi

Pro objasnéni struktury pozorovanych metaboliti bylo nezbytné provést rozdéleni
smési, kvali pfekryvu signali ve 2D NMR spektrech. Pro chromatografii byl pfipraven
smésny vzorek obsahujici poZadované slouceniny. Byla pouZzita komer¢ni chromatograficka
kolonka C18 (SEP - Pak®™, Waters). Naneseny vzorek byl rozd&len do 3 frakei (voda, metanol

—voda 1:1, metanol) a jednotlivé frakce byly analyzovany pomoci NMR.

4.5 NMR analyza a zpracovani spekter
'H NMR spektra byla m&fena pii 25 °C na 500 MHz Bruker AV-500 spektrometru.
Jako interni zadmek byl pouzit metanol-d, nebo CDCls3, podle pouzitého systému rozpoustédel.
Kazdé 'H NMR spektrum bylo méfeno 128 skeny vyzadujici 10 min a 26 s méficiho Gasu
S nasledujicimi parametry: 0,16 Hz/bod; pulzni Sitka (PW) = 30° (11,3 ps); relaxacni
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zpozdéni (RD) = 1,5 s. Pro potlaceni signalu vody bylo pouZzito nizkoenergetické selektivni
ozatovani na frekvenci vody béhem recyklaéniho zpozdéni. FIDy byly pievedeny
Fourierovou transformaci (FT) sfunkci LB = 3,0 Hz. Vznikla spektra byla manualné
zfazovéna a kalibrace byla provedena pro signal TSP na 0,00 ppm v ptipadé pouziti interniho
standardu; 3,30 ppm v ptipadé pouziti metanolu-ds; 7,26 ppm v ptipade pouziti CDCls.

2D NMR spektra J-Resolved, COSY, HSQC a HMBC byla méfena pii 25 °C na 600
MHz Bruker DMX-600 spektrometru. J-Resolved spektra byla méfena 8 skeny na 128
inkrementt pro osu F1 a 8 kpro osu F2 s pouzitim spektralni Sife 5000 Hz v F2 (osa
chemického posunu) a 66 Hz v F1 (0sa spin-spinové interak¢éni konstanty). Bylo pouzito
relaxaéni zpozdéni 1,5 s odpovidajici 56 min méticiho Casu. Dataset byl vyplnén nulami na
512 bodl v F1 a obé dimenze byly vynasobeny sine-bell funkci (SSB = 0) pted dvojitou
komplexni FT. Spektra J-Resolved naklonéna o 45° byla symetrizovana podle osy F1. Spektra
COSY byla méfena 4 skeny se 1,0 s relaxaénim zpozdénim a 6361 Hz spektralni Sife v obou
dimenzich, byla pouzita funkce sine-bell (SSB = 0). HSQC spektra byla méfena 32 skeny se
1,0 s relaxa¢nim zpozdénim, 6361 Hz spektralni Sife v ose F2 a 27,164 Hz v ose F1. Funkce
Qsine (SSB = 2,0) byla pouzita v ptipadé¢ HSQC. HMBC spektra byla pofizena se stejnymi
parametry jako v ptipadé HSQC s vyjimkou 30,183 Hz spektralni Sife vose F2.
Optimalizovand interakéni konstanta byla 145 Hz pro HSQC a 8 Hz pro HMBC. Spektra J-
Resolved a COSY byla symetrizovana a viechna spektra byla kalibrovana na zékladé 'H
spekter, nebo s vyuzitim signalu pouzitého rozpoustédla. VeSkeré operace byly provedeny v

XWIN NMR (verze 3.5, Bruker).

4.6 HPLC-MS analyza

Pro cilenou analyzu kanabinoidi byla pouzita vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem. Pro analyzu byly pouzity
chloroformové extrakty, které byly odpafeny a znovu rozpuStény v metanolu. Dale byly
pouzity extrakty média rozpusSténé v deuterovaném metanolu z NMR méteni bez dalSich
uprav. Analyza byla provedena pro kultury GB a GC, jak pro elicitované tak kontrolni vzorky.
Jako standardy byly pouzity THC a THCA.

Pro nastfik do HPLC systému bylo pouzito 5 pl vzorku. Byl pouzit line4rni gradient
mobilni faze (metanol-voda) 60 — 100 % po dobu 28 min s konstantnim pritokem 1 ml.min™;
nasledovalo vymyvani 100 % metanolem po dobu 2 min a gradientni navrat 100 — 60 % po

dobu 1 min. Detekce byla provedena hmotnostnim spektrometrem; pozitivni a negativni méd
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chemické ionizace za atmosférické¢ho tlaku (APCI) byl proveden za podminek: tlak
rozpraSovaciho plynu (N3) 35 psi; odpafovaci teplota 400 °C; teplota susiciho plynu (N;) 350
°C pti 10 l.min; napéti kapilary 4000 V (pozitivni ionizace), 3000 V (negativni ionizace);
koronarni proud 4 pA (pozitivni ionizace), 15 pA (negativni ionizace). Byly pouzity dva
mody detekce hmotnostnim spektrometrem: SIM senzitivni pouze pro molekulové hmotnosti
kanabinoidi (MW = 315, 359); Scan detekujici celou S$kalu molekulovych hmotnosti

obsazenych metabolitil.
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5. Statistické zpracovani

Statistické¢ zpracovani naméienych hodnot (vaha, pH média, Zivotnost bun¢k) bylo

. x o 253),
provedeno na zéklad¢ téchto vzorch ):

aritmeticky prameér:

M
smérodatna odchylka: s% = ?9—92

X
I
S5l
.Mj
X

N

7ivotnost bunék: % = & x100
Bn
N rozsah souboru
) I naméfené hodnoty
X, aritmeticky pramér
I smeérodatna odchylka

Bn ... celkovy pocet bunck
Bz ...... pocet Zivych bunck

Kvantifikace vybranych signali NMR spekter byla provedena na zakladé téchto

vzorcil 231, 232, 242):

int (exp)

rel =
" int (kontrola)

c ... koncentrace
int ... integracni hodnota daného signalu NMR spektra
cil ... cilova latka
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IS .... interni standard

MW ... molekulova hmotnost

m ... hmotnost

Crel ... relativni koncentrace

int (kontrola) ... integra¢ni hodnota daného metabolitu v kontrolnim vzorku

int (exp) ... integra¢ni hodnota daného metabolitu v ovlivnéném vzorku pouzitého
experimentu

* .. d€leno poctem vodikii odpovidajicim cilovému signalu

** .. déleno poctem vodikl odpovidajicim internimu standardu

Hodnoty odpovidajici internimu standardu TSP ve vzorcich frakce metanol-voda:

MW = 172, 28; pocet vodikl v signalu = 9; c [pg] = 267, 034; c [umol] = 1,55;
integracni hodnota IS = 100.

Statistické vyhodnoceni naméfenych 'H NMR spekter bylo provedeno analyzou

hlavnich komponent, softwarové programem SIMCA-P, Umetrics, Umea, Svédsko. Proces

zpracovani "H NMR spektra az po vlastni statistickou analyzu zahrnoval nasledujici

parametry:

Bucketovani: "H NMR spektra byla po zfazovéni, kalibrovani a upraveni zakladové
linie ptevedena do ASCII formatu programem AMIX, Bruker Biospin a uloZena do
formy tabulky MS Excell. Rozsah zpracovavaného spektra byl od 0,3 do 10,0 ppm.
Sitka integraéniho rozmezi byla jednotné pozita 0,04 ppm;

Byly pouzity dvé moznosti bucketovani — bez vyuZiti interniho standardu a s vyuzitim
interniho standardu, jehoz rozmezi +1,0 az -1,0 bylo nésledné¢ po provedeném
bucketingu z tabulky vymazéno.

V ramci bucketovani byly odstranény ¢asti spektra odpovidajici signalim rezidudlniho
rozpoustédla dle pouzitého extrakéniho systému:

Frakce metanol-voda (3,30 — 3,34; 4,74 — 4,98), frakce chloroform (7,18 — 7,30),
Extrakt média (3,26 — 3,34; 4,74 — 4,98).

Ziskana tabulka byla zpracovana programem SIMCA-P (v. 11.0). Byl pouzit dvoji typ
Skalovani — unit variance nebo parreto.

Byly vytvoteny zdkladni diagramy skore a loading, na zékladé¢ programem

vygenerovanych hlavnich komponent.
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V. Vysledky a diskuse

Nasledujici stat’ je rozd€lena na jednotlivé kapitoly odpovidajici jednotlivym etapam
experimentalni prace. Prvni kapitola (1.) pojednava o studiu rastovych aktivit kultur
doplnénych o kontamina¢ni testy, tvorbu kalusi a somatickych embryi. Nésleduje
vyhodnoceni elicitovanych kultur a to frakce metanol-voda (2.) a chloroform (4.) extrahované
z bunééného materialu a také extrakty média (3.). Frakce metanol-voda je rozd¢lana na
jednotlivé kultury, ovSem frakce chloroformu a média jsou vzhledem k jejich podobnosti
vyhodnocovany soucasné.

Pro studium obsahovych latek pomoci NMR byla vyuzita knihovna spekter Katedry
farmakognosie, University Leiden a volné pfistupné internetové metabolomické databaze (viz.

L, 5.1). Ukazky typickych spekter kanabinoidi CBD a THC jsou uvedeny na obrazku 54 a 55.

1. Biotechnologické vysledky kultivace, kontaminacni testy,

tvorba kalusovych kultur a somatickych embryi.

Pted pfistoupenim k vlastnim experimentiim bylo rozhodnuto podrobit jiz existujici
suspenzni kultury testim na kontaminaci mikroorganizmy. Kultury GB a GC byly
vyhodnoceny jako nekontaminované, kdezto u Fiber kultury byla odhalena kontaminace,
projevujici se rustem bilych kolonii. Tyto kolonie byly identifikovany na LB a tryptdzo
sojovém agaru a to nejvice za teploty 25 °C. Vzhledem k této kontaminaci nebyla kultura
Fiber pouzita k naslednym experimentim.

Vzhledem k existenci kultur GB a GC pouze ve formé suspenzi, bylo rozhodnuto
vytvofit kalusové kultury pro moznost obnovy bunééného materidlu pii mozné kontaminaci
suspenznich kultur. GB kulturu bylo moZzné péstovat pouze za svétla, pficemz ve tmé kultura
béhem nékolika tydnli odumiela. Obé kultury pienesené na B5S médium ztratily béhem
n¢kolika tydn zelenou barvu, ale vzhledem k dostate¢nému nardstu biomasy byly dale
kultivovany. Optimalni rtstové podminky zajistilo pivodni MS médium doplnéné BS5
vitaminy, na kterém bylo dosazeno stabilni kalusové kultury GB i GC linie. GC kultura byla
na tomto médiu schopnd ptezit i ve tmé, pficemz zménila barvu ze syté zelené na svétle
zelenou. Ze zminénych vitalnich kultur byly po tfimési¢ni kultivaci odebrany vzorky pro
chemickou analyzu. V této byly odhaleny metabolity, tak jak bude uvedeno v nasledujicich

analyzach bunécného materidlu, pfiCemz nebyly nalezeny zéstupci sekundarnich metaboliti,
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zejména kanabinoidi. Kalusové kultury byly dale ponechany jako zaloha bunécného
materialu.

Pfed vlastni metabolomickou analyzou elicitovanych kultur, byly ziskany zékladni
biotechnologické parametry. Pro zjisténi ristovych fazi kultur byla méfena hmotnost buné¢k,
jejich zivotnost a dale pH média. Na zdkladé¢ vyhodnocenych parametrti byly nésledné
zvoleny ¢asy odbéru vzorkl, tak aby experiment pokryl celou rastovou kfivku, s moznosti
pozorovani celé stacionarni faze.

e Nasledujici 3 grafy (obr. 8) znazornuji kontrolu a elicitaci pektinem linie GC. Na
rustové kiivce Ize popsat lag fazi do 4. dne, exponencialni fazi do 10. dne a stacionarni
fazi do 22. dne experimentu. Pektin urychlil narGst biomasy kultury do 12. dne,
pficemz nasledovalo zpomaleni rastu béhem stacionarni faze a rychlej$i odumirani
Kultury. Toto bylo doprovazeno i zvySenim pH a zménou barvy kultivovanych bunék

ze zelené na zlutohnédou.

Obr. 8:
Suéina, GC, elicitace pektinem —e— Susina - pektin —=— Susina - kontrola
1,0
o 05 ./J R
0,0 T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
odbér
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—@— pH - pektin

pH média, GC, elicitace pektinem

—&— pH - kontrola

% zivych bunék

.. . o . —e— Zivotnost bunék - pektin
Zivotnost bunék, GC, elicitace pektinem

—=— Zivotnost bunék - kontrola

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
odbeér

Nasledujici 3 grafy (obr. 9) znazornuji kontrolu a elicitaci jasmonovou kyselinou linie
GC. V tomto piipadé bylo ke kontrole piidano 100 ul 30% etanolu, pro porovnani, zda
by mohl ptisobit také jako elicitor v piipad¢ elicitace jasmonovou kyselinou. Po
zivotnosti bunék. Celkove bylo ptisobeni jasmonové kyseliny agresivnéjsi v porovnani
s pektinem, o ¢emz svédc¢i i vyraznd zména barvy kultur pfes hnédou na cernou v

prabéhu tydne po elicitaci.
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Obr. 9:

Susina, GC, elicitace jasmonovou kyselinou

1,0

[0]

0,5

0,0

5
odbér

—e— susina - jasmonova kyselina

—=— susSina - kontrola

5

odbér

pH média, GC, elicitace jasmonovou kyselinou

—e— pH - jasmonova kyselina

—a— pH - kontrola

10

Zivotnost bunék, GC, elicitace jasmonovou kyselinou

% zivych bunék

—e— Zivotnost bunék - jasmonova
kyselina
—=— Zivotnost bunék - kontrola




e Nasledujici 3 grafy (obr. 10) znazoriuji kontolu a elicitace pektinem a jasmonovou

kyselinou u linie GB. Pouze jedna kontrolni linie byla pouzita pro ob¢ elicitace. GB
kultura ma rychlejsi exponencialni fazi ristu oproti GC do 8. dne a stacionarni fazi do
20. dne. Z grafu suSiny je patrny pokles hmotnosti mezi 8. az 10. dnem po nastupu
staciondrni faze, v porovnani s linii GC. U grafi pH a zivotnosti bun¢k nejsou
pozorovany vyrazngj$i odchylky mezi kontrolou a elicitacemi. GB kultura reagovala
na elicitaci jasmonouvou kyselinou také zménou zbarveni pies hnédou k ¢erné, avsak

celkové tento efekt nebyl tak vyrazny jako u GC.

Obr.10:
Susina, GB, elicitace pektinem —o—Susina - pektin
a jasmonovou kyselinou —=— Sugina - Jasmonova kyselina
—a— Susina - kontrola
1,0
=
0,5 -
0,0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
odbér
P . . —e— pH - pektin
pH média, GB, elicitace pektinem PP
a jasmonovou kyselinou —=—PH - jasmonova kyselina
—a— pH - kontrola
9
8 0
I
ez
6 /‘F/
5 \Y
4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
odbér
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Zivotnost bunék, GB, elicitace pektinem | —*4\votnostbunék - pekiin

a jasmonovou kyselinou —=— Zivotnost bun&k - jasmonova kyselina
—a— Zjvotnost bunék - kontrola
100 5
L9 s M——— = ———— S =
£ N
5 o NN
£ % Na\}
N A\
= <\
20 \\
10
0 A

Celkov¢ Ize zhodnotit, ze elicitace jasmonovou kyselinou méla vyraznéjsi dopad na
suspenzni kulturu, pfedevs§im v linii GC, kdy doslo k dfivéjSimu odumirani kultury. OvSem
bunécny rist nebyl nasledkem obou elicitaci vyrazn¢ ovlivnén a také u pH média nebyly
pozorovany vyrazné zmény.

V ramci Dbiotechnologickych pokusii byla provedena indukce somatické
embryogeneze, coz je jedna z metod rostlinné regenerace. Dochdzi k produkci bipolarniho
zygotického embrya se zarodky meristému kofenové i nadzemni ¢asti rostliny. Somaticka
embrya se vyviji pres nékolik stadii — globularni, torpédové, dvoudélozné az do vyvinu
vlastni rostliny. Indukce somatick¢é embryogeneze vyzaduje u vétSiny druhli vysokou
koncentraci auxinu v Zivném médiu (vétSinou 2,4-D). AvSak tato zvySena koncentrace naopak
zabranuje vyvoji embrya do rozvinutéjSich stadii. Vzhledem k tomuto jevu lze dale vyuzit
médium bez ptidavku fytohormonil pro dalsi vyvoj ) Somaticka embrya jsou strukturalng
diferencovanéjs$i nez suspenzni nebo kalusové kultury a mohou tak byt vyuzita k produkci
sekundarnich metaboliti vazanych na diferencovana rostlinnd pletiva. U citrusii byla
napiiklad pozorovéana indukce biosyntézy flavonoidli u somatickych embryi v porovnani se
suspenznimi a kalusovymi kulturami, coz bylo vysvétleno indukci chalkon syntazy v prubéhu
diferenciace 2*®. V piipadé indukce u suspenznich a kalusovych kultur Cannabis sativa L. by
mohlo dochazet k analogické indukci raznych izoforem polyketid syntdz v produkci
sekundarnich metabolitli. V rdmci experimentu byla pozorovana vyraznd zména barvy na syté
zelenou pii kultivaci GC v médiu bez ptfidavku hormont a byla pozorovéana tvorba shlukt

globularniho az srdcovitého charakteru (cca 2,5 mm). Na médiu suplementovaném 2,4-D
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nedochézelo k tak vyrazné tvorbé agregatli a kultura se spiSe podobala suspenzni. V ptipadé
GB kultury byla vyraznéjsi agregace na médiu suplementovaném 2,4-D, avSak byly
pozorovany pouze globularni tvary. I kdyZ byl pozorovan vyrazny vliv na fenotyp kultur,
chemickd NMR analyza odhalila pouze metabolity odpovidajici suspenznim kulturdm (viz.
nize) a nebyly odhaleny zadné sekunddrni metabolity. Vysvétleni miize spocivat v kratkém

¢asovém intervalu pro produkci embryi a nedostatecné mite diferenciace pletiva.

79



2. Frakce metanol-voda

Na zaklad¢ naméfenych 'H NMR spekter byly identifikovany zékladni metabolity

polarniho charakteru produkované kulturami GC a GB, shrnuté do tabulky 7. Identifikace

metabolitii byla prokdzéna doplitkovymi 2D NMR experimenty, piedevsim J-res, COSY a

HMBC.

Tab. 7: Identifikované slou¢eniny v GC a GB bunéénych liniich, frakce metanol-voda.

Standartni 'H

NMRchemicky Nalezeny 'H NMR chemicky
Slou¢enina posun (ppm) a posun (ppm) a interakéni Chemicka
struktura
interak¢ni konstanta (Hz)
konstanta (Hz)
Valin 1.00 (d, 7.0) 1.00 (H-y, d, 6.97) Jres, C
1.05(d, 7.0) 1.05 (H-y’, d, 6.97) Jres, C
2.27 (m) 229 (H-B)C
3.54 (d, 4.3) 3.57 (H-a) C
Threonin 1.34 (d, 6.6) 1.33 (H-y, d, 6.48) Jres, C
3.51(d,5.1) 3.52 (H-a, d, 4.89) Jres, C
4.22 (qi) 4.24 (H-B, qi) Jres, C
Alanin 1.49(d, 7.2) 1.48 (H-B, d, 7.21) Jres, C H
3.72 (q) 3.73 (H-0, g, 7.22) Jres, C HoN H
0]
Asparagova 2.81 (dd, 16.9, 8.2) 2.83 (H-p, dd, 16.99, 7.91) 0
kyselina 2.95 (dd, 16.9,4.0) 2.94 (H-p’, dd, 16.99, 4.01) © OH
3.93 (dd, 8.2, 4.0) 3.95 (H-o, dd, 8.1, 4.0) OH NH,
Jres, C
GABA 3.02 (t, 7.5) 3.01 (H-4, 1, 7.5) j\/\/
2.30 (t, 7.5) 2.31 (H-2, t, 7.5) HO NF2
1.90 (qi, 7.5) 1.90 (H-3, qi, 7.5)

Jres, C
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Galova kyselina 7.09 (s) 6,95 (H-2, H-6, s) O _OH
HO OH
OH
Jantarova kyselina | 2.60 (S)
H OH
Maleinova kyselina | 6.26 (S) 6.54 (H-2, H-3, s) OH
0
(cis) OH
oH (¢
—0
Fumarova kyselina o HO
(trans)
Jable¢na kyselina | 2.76 (dd, 16.4, 7.2) O OH
OH
2.86 (dd, 16.4, 4.6) HO
o]

4.52 (dd, 7.2, 4.6)

Fenylalanin 7.34 (1) 7.32 (d,d)
7.40 (1 7.34 (1
3.30 (dd) 7.40 (1
3.09 (dd) 7.32 - 7.40 (H-2, H-3, H-4, H-5,
3.92 (dd) H-6, m)
3.30 (H-B, dd, 14.4, 9.64) Jres, C
3.09 (H-p’, dd, 14.4, 8.45) Jres, C
3.94 (H-a) C
Tyrosin 3.01 (dd) 3.01 (H-B, dd) Jres, C
3.21 (dd) 3.20 (H-p", dd) Jres, C
3.86 (dd) 3.86 (H-a, dd) Jres, C
6.85(d, 8.5) 6.85 (H- 3, H- 5, d, 8.44)
7.18 (d, 8.5)

(COSY-3.22)
7.18 (H-2, H-6, d, 8.44) Jres, C
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Tryptofan 3.26 (dd) 3.27 (H-p)C
3.50 (dd) 3.50 (H-p’) C
3.98 (dd) 3.98 (H-a, dd) Jres, C
7.14 (1) 7.14 (H-6,t, 7.7) Jres, C
7.22 () 7.22 (H-5, t) Jres, C
7.29 (s) 7.29 (H-2, s) Jres
7.47 (d, 7.9) 7.47 (H-7, dt, 8.0) (COSY-3.26)
7.72 (d, 7.9) 7.72 (H-4, dt)
Jres, C
Histidin 7.07 (s) 7.00 (H-4, s) Jres
7.80 (s) (d)
3.93 (dd)
3.12 (dd)
3.25 (dd) on
Trigonelin 8.11 (t) 8.10 (H-5, t) 9';'3
8.87 (m) 8.86 (H-4, H-6, m) NS
9.15 (8) 9.15 (H-2, s) | = (o}
0
Adenosin 8.35 (s) 8.35 (H-2, 3) HaN
8.23 () 8.23 (H-8, 9) HO <,: | \/)N
6.03 (d, 6.5) (cukr) | 6.04 (H-1°, d, 6.62) oy N
OH OH
Cytosin 594 (d, 7.1) NH,
7.49 (d, 7.1) f*w
y o
Cytidin 6.04 (d, 7.6) 5.86 (H-5, d, 8.07) NH;
7.85(d, 7.6) 7.93 (H-6, d, 8.07) | ‘/L
5.91(d, 5.2) riboza | 5.91 (H-1°, d) o o °
OHOH
Glycin 3.51 (s) 3.56 (H-a, ) HzN/\rOH
(3.51 (1)) 3
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Vinna kyselina 4.30 (s) N
Glutamova kyselina | 2.05 (m) F@f "
2.13 (m) "
o
2.42 (t podobny)
H,, OH
3.69 (dd) HoN O
OH
Acetat 1.9 (s)
Adenin 8.19 (s) HsN
8.22 (s) =N
)\
{ \ ¥
N
H
Cholin 3.2 (s) 3.21 (H-1’, H-2’, H-3’, s) |
34 [/?J\AOH] X
4.0
Sachardza 15.42 (d, 3.8) 5.40 (H-1, d, 3.78) e cnon
| 422 (d, 88)|4.19 (H-1,d,851) Ko AL
Fruktéza Ze H H OH H
sacharozy
4.05 ()
3.75 - 3.92 (zejména
3.68 (s), 3.82 (d))
a — Glukéza 5.19 (d, 3.7) alfa 5.19 (H-1, d, 3.78) alfa OH @
B — Glukoza 4.58 (d, 8.0) beta 4.58 (H-1, d, 7.88) beta g

3.68 — 3.89 (3.68
3.71 ()
3.34 — 3.50 (3.38
3.44 (s))
3.20 (dd)

(s),

(s),
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Etanol glukosid 1.24 (1) 1.24 (H-2, 1)

Isoleucin 0.94 (t, 7.4) 0.95 (H-5, t, 7.5) CHe O
1.01 (d, 7.0) 1.02 (H-6, d, 6.8) e OH
1.26 (m) .
1.44 (m)
1.98 (m)
3.67 (d, 3.9)
Leucin 0.97 (m) 0.97 (H-5, d, 6.5)
1.73 (m) 0.98 (H-6, d, 6.7)
3.73 (t, 8.4)
25- 6.61 (H-3, d, 8.23) OH
dihydroxybenzoova 6.99 (H-4, dd, 8.23, 2.47) 2
kyselina. Gentisova 7.21 (H-6, d, 2.47) OH
kyselina* HO

Jres = kontrolovano pomoci 2D J-Res.
C = kontrolovano pomoci 2D COSY.

* = sloucenina identifikovana ve frakci média, pouzité rozpoustédlo MeOD.

2.1 Linie GC:

Identifikované metabolity jsou pfedstaveny na nasledujicich spektrech, vybranych z
kultury GC, kontroly, elicitace pektinem a jasmonovou kyselinou (obr. 11 — 14). Dana spektra
byla vybrana jako prifezova, zahrnujici vétSinu nalezenych metabolitd. Nejvhodngjsi spektra
pro analyzu chemické struktury byla do 16. dne kultivace, vzhledem k rozSifeni signélu
spektra u starSich kultur. Jedno z moZnych vysvétleni tohoto efektu je vliv vysoké
koncentrace oligosacharidi, pti vylouceni Spatné provedené¢ho shimovani a vlastniho méfeni.
Na obrazcich 15 az 18 jsou uvedeny "H NMR piehledy kultury GC elicitované pektinem a
jasmonovou kyselinou, které maji své jednotlivé kontroly. Kazdé spektrum je oznaceno dnem
odbéru (DO = den 0, D4 = den 4...). Piechledova spektra jsou jednotn¢ upravena tak, aby bylo
mozné porovnavat jednotlivé intenzity signalt. Dilezité ¢asti spektra jsou oznacena ¢ervenym

ohranicenim.
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Obr. 11: *H NMR. Metanol-voda; GC; elicitace pektinem; 20. den

po inokulaci.
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Pokrac¢ovani Obr. 11: RozS$ifeni. Valin
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Obr. 12: 'H NMR. Metanol-voda; GC; elicitace jasmonovou

kyselinou; 12. den po inokulaci.
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Pokrac¢ovani Obr. 12: RozSifeni.
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Obr. 13: *H NMR. Metanol-voda; GC; kontrola jasmonové
kyseliny; den 0, ihned po inokulaci. )
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Pokracovani Obr. 13: RozSifeni.

GABA

Loabd L

3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 ppm

B-Glukoza
0-Glukoéza

I U

Sacharoza

I I I I | I I I | I
5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 ppm

Cytidin
Galova k

Adenosin Cytidin, cukr
Adenosin, cukr
) |
MJ\_A_A_JJ PR Y R

[ L B e L e
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 ppm

90



Obr. 14: J-Res 2D NMR. Metanol-voda; GC; elicitace jasmonovou

kyselinou; 12. den po inokulaci.
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Pokra¢ovani Obr. 14:
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Obr. 15: *H NMR. Ptehled; GC / kontrola z elicitace jasmonovou kyselinou:
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Obr. 16: *H NMR. Pichled; GC / elicitace jasmonovou kyselinou:
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Obr. 17: *H NMR. Pichled; GC / kontrola z elicitace pektinem:
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Pokra¢ovani Obr. 17:
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Obr. 18: *H NMR. Pichled; GC / elicitace pektinem:
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Pokra¢ovani Obr. 18: -
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Z naméfenych 'H NMR spekter byla provedena PCA analyza bun&né linie GC. PC1
rozdélila vzorky podle ¢asové posloupnosti na pravé strané do 8. dne kultivace (obr. 19), coz
odpovida zvysené hladiné cukrii v mladych kulturach (65.40, 85.20, 64.60 s oblasti 63.16 —
04.08). Déle byla vprvnim tydnu kultivace pozorovana zvySend koncentrace alaninu.
Vyznamnou separaci poskytla PC6, pomoci které byl rozdélen vzorek elicitovany jasmonovou
kyselinou proti kontrole (obr. 20). Pro detailngjsi zpracovani rozdilnosti zpiisobenych elicitaci
jasmonovou kyselinou byl pouzit sloupcovy loading diagram (obr. 21), ktery znazorfiuje
porovnani vzorku elicitovaného jasmonovou kyselinou oproti pruméru. Po elicitaci
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jasmonovou kyselinou doslo k vyraznému zvyseni koncentrace aromatickych sloucenin, a to
fenylalaninu, tryptofanu, tyrosinu a tyrosolu (viz tab.7). V kontrolnim vzorku byly naopak
vyznamné signdly alifatickych aminokyselin, zejména glutamové kyseliny, a dale sacharézy.
Vyznamnym signalem zodpovédnym za separaci elicitace jasmonovou kyselinou je 61.24,
ktery byl identifikovan jako glukosid etanolu a jeho ptfitomnost byla vysvétlena metabolizaci
etanolu jako rozpoustédla pro jasmonovou Kkyselinu. Glukosilace je vtomto piipadé
detoxifikaéni proces. PC4 odd¢lila elicitaci jasmonovou kyselinou od vzorku s piidavkem
pektinu, pfi¢emz v ramci elicitace pektinem nebyla nalezena vyznamna separace pomoci
PCA, coz doklada, ze nebylo dosazeno vyznamné zmény metabolizmu polarnich metaboliti.
Lze konstatovat, ze mladsi kultury (do 16. dne kultivace v levém hornim kvadrantu — obr.20),
kontrolni 1 elicitované pektinem, obsahuji alifatické aminokyseliny valin, threonin a

asparagovou kyselinu, pfi¢emz aromatické slouceniny nejsou ovlivnény.

Obr. 19: Skoére a loading diagram linie GC elicitované pektinem a jasmonovou,

kyselinou, spolu s kontrolami (PC 1 — 2).
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Obr. 20: Skore a loading digramy linie GC elicitované pektinem a jasmonovou,

kyselinou, spolu s kontrolami (PC 4 — 6).
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(GC/JA T6 porovnani proti priméru, na zékladé separace PC4 a PC6).

Obr. 21: Sloupcovy loading diagram linie GC; elicitace jasmonovou kyselinou.
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Pozn: U vSech PCA analyz v této praci je u skore diagramli pouZivano oznaceni vzorki

systétmem TX Sy. Toto oznaceni piesné definuje jednotlivé vzorky, pfi¢emz ,,T* znaci ¢islo

odbéru, které vynasobenim dvémi odpovidd dnu odbéru, protoze k odbérim dochazelo kazdy

druhy den. ,,S* oznacuje potadi vzorka v triplikaci, pficemz pro pirehlednost jsou do skore

diagramt PCA analyzy zahrnuty pouze 2 vzorky ze tfi. ,,C* oznacuje kontrolu, ,,P* oznacuje

pektin, ,,JA* oznacuje jasmonovou kyselinu.
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Obr. 22: Kvantifikace nékterych sloucenin identifikovanych v GC linii elicitované

pektinem nebo jasmonovou kyselinou.
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Na zéklad¢ kvantifikace metabolitli (obr. 22) v porovnani s ristovymi kiivkami lze
vyhodnotit alanin jako metabolit exponencialni faze rustu spolu s vysokym obsahem cukri.
Metabolizmus alaninu byl pravdépodobné ovlivnén elicitaci pektinem, kdy se objevilo
kolisani koncentrace alaninu ve stacionarni fazi. U sacharézy a glukézy bylo pozorovano
¢aste¢né snizeni koncentrace u elicitaci, coz miize byt dusledek zintenzivnéni metabolizmu po
elicitaci. Threonin a asparagova kyselina jsou pak hlavni metabolity stacionarni faze rustu. U
obou metaboliti bylo pozorovano snizeni koncentrace mezi 12. a 20. dnem kultivace u
elicitace jasmonovou kyselinou a stejné tak i v terminalnich stadiich u elicitace pektinem.
Fumarova kyselina je nejvice zastoupena v terminalnich stadiich a elicitacemi byla naopak
koncentrace 2x zvySena. Z kvantifikovanych aromatickych metabolitii tryptofanu a tyrosolu je
patrny vyrazny nardst koncentrace po elicitaci jasmonovou kyselinou, také vyhodnoceny
s vyuzitim PCA.

V této ¢asti je nutné upozornit na jeden ze zapori metody NMR, kterd spociva
v nemoznosti piesné kvantifikace, pfi Caste¢ném piekryvu signalti jednotlivych sloucenin.
Moznym feSenim je vyuziti 2D NMR experimentu, napt. J-Res s naslednou redukcei S$tépeni
jednotlivych signalti zptsobujici jejich zzeni a nasledné kvantifikaci téchto zzenych
signalti. Tento proces méfeni je ovSem znaéné zdlouhavy v porovnani s jednoduchym H

NMR meétenim a v této praci nebyl vyuzit, vzhledem k pouziti PCA.

2.2 Linie GB:

Stejné jako v ptipadé GC kultury jsou uvedena vybérova spektra reprezentujici dalsi
nalezené metabolity (obr. 23 — 25), pfedevsim s dirazem na aromatickou oblast spektra (56.5
— 08.0). Dale jsou doplnéna prehledova spektra (obr. 26 — 28). U linie GB byl pouzit pouze

jeden kontrolni set vzorkl pro obé¢ elicitace.
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Obr. 23: *H NMR. Metanol-voda; GB; kontrola; 4. den po inokulaci.
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Pokrad¢ovani Obr. 23: RozS$ifeni.
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Obr. 24: 'H NMR. Metanol-voda; GB; elicitace jasmonovou

kyselinou; 8. den po inokulaci.
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Obr. 25: "H NMR. Metanol-voda; GB; elicitace pektinem:;
12. den po inokulaci.
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Pokrac¢ovani Obr. 25: RozS$ifeni.
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Obr. 26: *H NMR. Piehled; GB / kontrola:
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Obr. 27: *H NMR. Pichled; GB / elicitace jasmonovou kyselinou:
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Obr. 28: *H NMR. Pichled; GB / elicitace pektinem:
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Urdeni struktury aromatickvch sloucenin z frakce metanol — voda a z média.

Béhem elicitace jasmonovou kyselinou bylo pozorovano zvySeni koncentrace
aromatickych aminokyselin v obou zkoumanych bunéénych liniich. K zndmym signalim
tyrosinu, fenylalaninu a tryptofanu (obr. 29) bylo ovSem nutné identifikovat dalsi signaly
(1,2,3; obr. 30) reagujici na elicitaci. Nejprve bylo zméfeno 2D NMR HMBC celkového
extraktu, které vSak vzhledem k prekryvu signélii nebylo schopné rozlisit, zda jsou ,,1, 2 a 3%
(obr. 30) jedna ¢i vice sloucenin. Pied dalSim urovanim struktury byla pouzita separa¢ni

metoda na pevné fazi, piricemz byly ziskany dvé dulezité frakce.

Obr. 29: Tyrosin
Fenylalanin 4 ;
Tryptofan
[ T T7rr T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 ppm
Obr. 30:
2
1 e
/ 3
T i i T T I " l T T T T T N |
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 ppm

Prvni frakce (obr. 31, eluce vodou) obsahovala fenylalanin a tyrosin, pficemz signal ,,3“ byl

odseparovan a signal ,,2* zlistal zachovan. V druhé frakci (obr. 32, eluce metanol-voda 1:1)
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zustal signal ,,3“ a ostatni dva signély ,,1 a 2. Na zaklad¢ této separace bylo zjiSténo, Ze
signal ,,2* je tvoren piekryvem dvou dubleti a jedna se o dv¢ slouCeniny typu para-
substituovanych benzenovych jader (J = 8.4 Hz). Pro dalsi identifikaci byly pouzity 2D
spektra J-Res (Obr. 33), COSY (Obr. 34) a HMBC.

Obr. 31 (*H-NMR):

Zepak 1 in MDe, Water eluticn

Obr. 32 (*H-NMR):

Sepak 2 in MD6, 50% MW elution

Tyrosin,

Tyramin \ 3




Obr. 33 (J-Res pro obr. 32):
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Byly identifikovany nasledujici metabolity:

e Tyrosin

'H-NMR BC-NMR

6.85 (H-3, H-5, d, 8.4) 119 (C-3, C-5)

7.18 (H-2, H-6, d, 8.4) 133 (C-2, C-6)
159 (C-4)
39.9 (C-B)
60 (C-a)

- naobr. 34 vyznacen Cervenou barvou,
- prekryv signalu 86.85 s tyramin glykosidem.

e Tyrosol %9

'H-NMR BC-NMR

6.80 (H-3, H-5, d, 8.4) 118 (C-3, C-5)

7.11 (H-2, H-6, d, 8.4) 133 (C-2, C-6)
157 (C-4)
37.0 (C-B)

- naobr. 34 vyznacen modrou barvou;
- naobr. 32 oznacen ¢islicemi 2 a 3.

e Tyramin

'H-NMR BC-NMR

6.85 (H-3, H-5, d, 8.4) 119 (C-3, C-5)

7.20 (H-2, H-6, d, 8.4) 130 (C-2, C-6)
159 (C-4)
35.0 (C-B)

- prekryv signdlu 66.85 s tyrosinem.

e Tyramin glykosid

'H-NMR “C-NMR
7.11 (H-3, H-5, d, 8.4) 120 (C-3, C-5)
7.29 (H-2, H-6, d, 8.4) 130 (C-2, C-6)
160 (C-4)
35.0 (C-B)
5.02 (d) HMBC link na 13C 6161ppm odpovidajici
uhliku s navazanou fenolickou skupinou.

- naobr. 34 vyznacen zelenou barvou,
- naobr. 32 oznacen ¢Cislicemi 1 a 2.

Dale byla provedena PCA analyza. Separace elicitace jasmonovou kyselinou byla
dosazena s vyuzitim PC4 (obr. 35) a dale byl sestrojen sloupcovy loading diagram této
komponenty (obr. 37). Jasmonova kyselina opét vyrazné¢ zasahla do metabolizmu
aromatickych aminokyselin, zejména tyrosinu, tyrosolu a tyraminu, jejichZz koncentrace byla
zvySena. Druhd pouzitd komponenta PC3 (obr. 36) dale rozdélila set vzorkd podle ¢asové
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posloupnosti, kdy mladsi kultury obsahovaly alifatické aminokyseliny alanin, valin nebo
glutamovou kyselinu a u starSich doslo K pfesunu na aromatické aminokyseliny (tyrosin,
fenylalanin, tryptofan a také tyrosol a tyramin). Kyselina asparagova a GABA pak byly
charakteristcké pro kontrolni vzorky a elicitaci pektinem, které ovSem nejsou dale rozdilné.
Tak jako u GC kultury je také u GB elicitované jasmonovou kyselinou pfitomny etanol
glukosid. S vyuzitim komponent PC2 a PC3 (obr. 38) bylo dosazeno separace elicitace
jasmonovou kyselinou v zavislosti na signalu tyrosolu, ktery byl dominantnéj$i nez Vv piipadé

GC linie. Pro kontrolni vzorky po inokulaci je charakteristicky signal alaninu (61.24).

Obr. 35: Skoére a loading diagram linie GB elicitované pektinem nebo jasmonovou
kyselinou s kontrolou (PC 3 — 4).
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Obr. 36: Sloupcovy loading diagram PC3; GB elicitovana pektinem a jasmonovou

kyselinou s kontrolou.
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PC4

PC3 (9.4%)

Obr. 37: Sloupcovy loading diagram PC4; GB elicitovana pektinem a jasmonovoul

kyselinou s kontrolou.
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Obr. 38: Skore a loading diagram linie GB elicitované pektinem nebo jasmonovou
kyselinou s kontrolou (PC 2 — 3).
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Obr. 39: Kvantifikace nékterych sloucenin identifikovanych v GB linii elicitované

pektinem nebo jasmonovou kyselinou.
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Vzhledem ke kvantifikaci byly zjiStény analogické vysledky jako u linie GC. Alanin
byl hlavnim metabolitem exponencialni faze ristu a threonin s asparagovou kyselinou byly
produkovany ve stacionarni fazi. AvSak u asparagové kyseliny i threoninu doslo u ubou
elicitaci k nartistu koncentrace po 20. dni Kkultivace. V koncentraci sacharézy a glukozy
nebyly zjistény zadné vyrazné rozdily. Fumarova kyselina byla také akumulovana
vV termindlnich stadiich riistu. Zména byla zaznamenana u aromatickych sloucenin (zejména
tyrosin, tyrosol, tyramin a fenylalanin), jejichz koncentrace byla v porovnani s kulturou GC
vyssi v bunééném materidlu. V navaznosti na studiu metaboliti v médiu (viz. niZe) byla
zjisténa exkrece aromatickych latek kulturou GC do média (pfedev§im tyrosin, tyrosol a
tyramin), pti¢emz u kultury GB k tomuto transportu nedochazelo.
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3. Frakce média

Obg kultury jsou posuzovany soucasné, vzhledem k podobnému spektru metaboliti. U
frakce média bylo nezbytné velice piesné zarovnani zakladni linie u NMR spekter, tak aby
nedochazelo k falesnym vysledkim u PCA analyzy. Na obrazcich 47 — 50 jsou uvedeny
piehledy "H NMR pro frakei médium.

Byly identifikovany 3 vyznamné oblasti spekter, u kterych byla uréena chemicka
struktura:

1) Byla identifikovana kyselina gentisova (2,5-dihydroxybenzoova) (obr. 40, 41, 42),
ktera byla pfitomna v médiu po celou dobu kultivace, avSak nereagovala na elicitace.

V extraktu z bunééného materialu nebyla identifikovana.

Obr. 40: *H NMR. Frakce média; linie GB; elicitace pektinem. Souhrn

vzorkt z dnu 4, 8, 12.
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Pokrac¢ovani Obr. 40: RozS$ifeni.
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Obr. 41: J-Res NMR. Frakce média; linie GB; elicitace pektinem. Souhrn

vzorkl z dnu 4, 8, 12. T Hz
B -10
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Obr. 42: COSY NMR. Frakce média; linie GB; elicitace pektinem.

Souhrn vzorkl z dnii 4, 8, 12.
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Obr. 43: 'H NMR. Frakce média; linie GB; elicitace jasmonovou kyselinou.

12. den po inokulaci.




IPokrac¢ovani Obr. 43: RozSifeni.
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Obr.

jasmonovou kyselinou. 12. den po inokulaci.

44: J-res a COSY NMR. Frakce média; linie GB; elicitace
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2) Oblast 86.55 — 86.80 *H-NMR spektra média (obr. 43) byla vyznamnym impulzem

pro identifikaci struktury, vzhledem ke komplexnosti signalu predpokladajici strukturu
sekundarniho metabolitu. Ov§em po analyze 2D NMR spektry (J-Res, COSY, HSQC
a HMBC) byla identifikovana sada péti vZdy dvou navzajem korelovanych dublett
(obr.
jddrim. Po studiu HSQC a HMBC spekter byly tyto dublety pfifazeny jiz

44), odpovidajici interakéni konstantou para-substituovanym benzenovym

identifikovanym aromatickym slouceninam z frakce metanol-voda. Jedna se o tyrosol,
tyrosin a tyramin a dva dalsi metabolity blize nespecifikované kvili nizké koncentraci
v extraktu. Dilezitym zjisténim byla exkrece téchto metaboliti kulturou GC do média,
¢imz se Castecné sniZila koncentrace v extraktech z bunééného materialu (viz. vyse).
Na druhou stranu linie GB nevylucovala tyto metabolity do média, a tim se zachovala
zvySena koncentrace v bunééném materidlu. Tento transport je pravdépodobné
nedilnou soucasti jednotlivych kultur, pfiCemz elicitaci a zvySenim aromatickych
sloucenin doslo pouze k zviditelnéni tohoto efektu. Podobny jev byl sledovan také ve
vzorcich elicitovanych pektinem, ovSem v menSim rozsahu. U kontrolnich souborti

nebyl tento transport pozorovan vzhledem k nizkym koncentracim aromatickych latek.
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Pozn: Mezi frakci média a metanol-voda nelze pifimo srovnavat chemicky posun

jednotlivych metabolitti, kviili pouziti dvou riznych rozpoustédel.

V nasledujicim prehledu jsou shrnuty jednotlivé identifikované metabolity:

e HNMR byla ovétena pomoci J-Res a COSY, BC data pomoci HSQC a jsou
uvedeny nalezené vazby vramci HMBC. VSechny dublety maji stejnou
interakéni konstantu J = 8.4 Hz, kterd odpovida aromatickym aminokyselindm
z frakce metanol-voda.

1.'H (6.58, 6.64)...1°C (115.4, 130.4) ... HMBC *C (156.5) ... Tyrosol

2. 'H (6.62, 6.80)...2°C (115.7) ... HMBC *C (158.0) ... Tyrosin

3.'H (6.69, 6.78)...1°C (115.9, 129.8) ... HMBC **C (157.0) ... Tyramin
4.'H (6.71, 6.95)...1*C (130.4) ... HMBC *C (154.0)

5.'H (6.77, 6.58)... HMBC *3C (157.0)

3) Jako posledni byly v kultute GB (ne v GC) identifikovany signaly blize
nespecifikovaného fenylpropanu (obr. 45, 46) a to na zaklad¢ vyrazného signalu
konjugované dvojné vazby s aromatickym jadrem, typickym pro tento typ sloucenin.
Tyto signaly jsou pouze u GB kultur do 4. dne po inokulaci a poté jiz nebyly
detekovany. Podle komplexnosti signalu se jednd o smé&s sloucenin, které ovsem
nereagovaly na elicitace.

128



Obr. 45: *H NMR. Frakce média; linie GB; kontrola. 2. den po inokulaci.




Pokrac¢ovani Obr. 45: RozS$ifeni.
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Obr. 46: J-Res a COSY NMR. Frakce média; linie GB; kontrola. 2. den

po inokulaci.
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Obr. 47: *H NMR. Piehled; GC / kontrola z elicitace pektinem:
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i Obr. 47:
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Obr. 48: 'H NMR. Piehled; GC / elicitace pektinem:
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D16

Pokrac¢ovani Obr. 48:
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Obr. 49: *H NMR. Piehled; GC / kontrola z elicitace jasmonovou kyselinou:
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Pokracovani Obr. 49:
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Obr. 50: *H NMR. Piehled; GC / elicitace jasmonovou kyselinou:
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Pokracovani Obr. 50:
D16 ‘
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V ramci linie GC bylo pomoci statistické analyzy docileno separace -elicitace
jasmonovou kyselinou od kontroly. Hlavni oblast zodpovédna za tuto separaci je 6.5 — 67.0
na obrazku 51 v levém dolnim kvadrantu. Tato oblast odpovidd aromatickym slou¢enindm
(viz. ur€eni struktury ve frakci média), které jsou u linie GC vyluCovany do média, pti¢emz
diky elicitaci jasmonovou kyselinou dochazi k nartistu koncentrace v jejich metabolizmu.

U elicitace pektinem linie GC a vramci PCA analyzy linie GB nebyla nalezena

vyznamna rozdilnost ve frakci média.
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PC3 (18.2%)

PC3

Obr. 51: Skore a loading diagram linie GC elicitované jasmonovou

kyselinou s kontrolou.
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Pokracovani Obr. 51: Sloupcové loading diagramy PC1 a 2.
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4. Frakce chloroform

Urceni struktury u zajimavych signali ve frakci chloroform bylo ztizeno vysokou
koncentraci linearnich alifatickych sloucenin (80.6 — 82.5) a na druhou stranu nizkou
kanabinoidi, které se projevuji charakteristickymi signaly v oblast 6.0 az 66.5, vetSinou
dobie separované od ostatnich ¢asti spektra. Ukdzky spekter THC a CBD jsou na obrazcich
54 a 55. Zajimavé signaly frakce chloroform jsou zobrazeny na nasledujicich dvou spektrech
(obr. 52, 53).

Obr. 52: line GC v CDCl3
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Obr. 53: linie GB v CDCl3
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Obr. 54: *H-NMR, CBD

Obr. 55: *H-NMR, THC




Multiplety (tripl dublety) typu geraniolu na obr. 52 (56.0 a 86.6) piedstavuji dikaz
aktivniho terpenového metabolizmu, ktery je v podobé geranyl-PP nezbytny pro produkci
kanabinoida. Identifikovana slou¢enina nepfedstavuje pifimo geranyl, jehoz signaly se
vyskytuji v 85.0 a 85.4, ale pravdépodobné je sloucenina obsahujici dvé nekonjugované
dvojné vazby substituovana funkcni skupinou (napt. karboxylovou nebo karbonylovou)
zpusobujici odstinéni, s naslednym S$iftovanim signalu k niz§imu poli. Tato slou¢enina byla
najvice pfitomna u rannych vyvojovych stadii linie GC.

Multiple 85.7 (obr. 52) piedstavuje floroglucinol se substituovanou fenolickou
skupinou, ktera zpisobi rozklad ptivodniho singletu floroglucinolu na slozity aromaticky
multiplet. MUze se jednat i 0 smés izomerd.

Obrazek 53 znéazoriuje typicky signal glycerolu a déle 85.3 signdl dvojnych vazeb
nenasycenych mastnych kyselin. Signaly alifatické ¢asti jsou ve frakci chloroform dominantni
mezi 61.0 az 82.0 a jsou pritomny také singlety Vv okoli 1.0 odpovidajici steroidnimu jadru.
Na obrazku 53 jsou déale zndzornény signaly neidentifikované aromatické slouceniny, ktera
reagovala mirnym zvySenim koncentrace po elicitaci jasmonovou kyselinou u linie GB.
Ovsem kviili velice nizké koncentraci nebyly tspésné 2D NMR experimenty, a proto nebyla
identifikovana podrobnéjsi struktura.

Pro uplnost je dale uveden vybér pirehledu spekter u linie GB, kde jsou patrné
mnohonasobné vétsi piky alifatickych sloucenin v porovnani s OStatnimi signaly nad 85.5

(obr. 56- 57).
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Obr. 56: *H NMR. Piehled; GB / kontrola:
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Pokracovani Obr. 56:
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Obr. 57: *H NMR. Pichled; GB / elicitace jasmonovou kyselinou:
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Pokra¢ovani Obr. 57:
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Analyza chloroformovych spekter predstavuje porovnani velkych signald alifatickych

sloucenin, jejichZ profil

obsah nenasycenych mastnych kyselin u GC mladych kultur, naopak u linie GB se obsah

nenasycenych mastnych

obou kultur k ovlivnéni nasycenych mastnych kyselin, ovSsam u kazdé¢ kultury u jinych oblasti

spektra (GC: 61.68-1.96;
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ovSem nebyl blize urcen. Pfi porovnani obou linii byl zjistén vyssi

kyselin zvysSuje se stafim kultury. U elicitovanych vzorkll doslo u

GB: 50.76-1.16).
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5. Chemicka analyza hmotnostni spektrometrii.

NMR je silnd analytickd metoda schopna zachytit Sirokou skdlu metabolitii, ovSem

nevyhodou je nizké senzitivita. Vzhledem k nutnosti prokézat nebo vyvratit pfitomnost

kanabinoidli ve zkoumanych kulturach, byla vyuZzita hmotnostni spektrometrie, piedstavujici

v soucasné dobé nejcitlivéjsi analyticky detektor. Pro analyzu byl vyuzit souhrn

chloroformovych extrakti a extraktli z média z predchozich NMR méteni. Pro analyzu byl

vyuzit jak cileny tak i skenovaci mod hmotnostniho spektrometru a v kombinaci s HPLC

systémem byl vytvoien citlivy cileny systém. Na nasledujicich 4 obrazcich (obr. 58-61) jsou

znazornény HPLC a MS zdznamy. Na obrazku 62 je uvedena analyza THC a THCA jako

standarda.

Obr. 58:
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Pozn: ¢isla odpovidaji MS zdznamu na obr. 58:
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Obr. 59:

GB_Médium
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Obr. 60:

GC_Chloroform

MSD2 359, EIC=358.5:359.5 (FRANK\160507A.0) APCI, Pos, SIM, Frag: 70
30000
20000

10000 -

0

I T T T 2 2 min
MSD2 315, EIC=314.5:315.5 (FRANK\160507A.D) APCI, Pos, SIM, Frag: 70

12000
10000
8000
6000
4000
2000

o5 0 15 2 2% min

DAD1 A, Sig=228,4 Ref=360,100 (FRANK\160507A.D)

mAU

3

UI“ 5‘I“1|0I I‘15 20 25 min

MSD1 TIC, MS File (FRANK\160507A.D) APCI, Pos, Scan, Frag: 0

600000
400000 -

200000

0 , . . , :
0 5 10 15 20 25 mir

153



Obr. 61:

GB_Chloroform
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Pozn: ¢isla odpovidaji MS zaznamu na obr. 61:
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Obr. 62:

THC + THCA
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Hmotnostni spektrometrie neodhalila typické signaly kanabinoidl, ani ve frakci
média, ani V chloroformovych extraktech. I kdyz byly v ramci chloroformovych extrakt
zjistény signaly v rozmezi reten¢nich cast 15 az 20 minut pro specifickou molekulovou
hmotnost kanabinoidl, nelze je vyhodnotit jako pozitivni kanabinoidni signaly, vzhledem
k nepatrné koncentraci (pravdépodobné se jedna o fragmenty jinych sloucenin). Skenovaci
moéd pak v rozmezi uvedenych retenénich Cast odhalil tii signaly (5, 6 a 7 na obr. 61) o

vys$sich molekulovych hmotnostech (MW: 367 — 696), které neodpovidaji kanabinoidtm.
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Ve frakci média byl detekovan signal o molekulové hmotnosti 315, ovSem v retencim
case 12 minut. HPLC analyza a skenovaci MS mdd je jak u média GC tak GB linie podobny
se signaly neodpovidajicimi ani reten¢nim casem ani molekulovou hmotnosti kanabinoidiim

(obr. 58).
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VI. Zaver

Z dostupnych informacnich zdroji byl vypracovan piehled obsahovych latek rostliny
Cannabis sativa L. se zaméfenim na jejich biologickou aktivitu. Dale bylo zpracovano téma
biotechnologické kultivace tkanovych kultur a aplikace modernich instrumentalnich
analytickych metod v rdmci rozvijejici se discipliny metabolomiky.

Na zékladé NMR a MS vysledkt nebyly detekovany kanabinoidy v kontrolnich nebo
elicitovanych suspenznich kulturach Cannabis sativa L.. Také ostatni sekundarni metabolity
nebyly zaznamenany pomoci NMR. Pro uplné vyhodnoceni ostatnich sekundarnich
metabolitii, pokud byly pifitomny, by bylo nezbytné vyuzit citlivéj$i analytické metody a
jejich kombinace. Lze shrnout, Ze v suspenznich, kalusovych a embryondlnich kulturach
Cannabis sativa L. nebyla svyuzitim elicitace pektinem nebo jasmonovou kyselinou
stimulovana biosyntéza kanabinoid.

Na zaklad¢ kvantifikace produkovanych sloucenin a sestrojenych rtstovych kiivek
byly vyhodnoceny metabolity jednotlivych rustovych fazi. S vyuzitim statistické metody PCA
byly vyhodnoceny diisledky elicitaci s ndvaznosti na identifikaci piipadn€ objasnéni struktury
metaboliti. Bylo identifikovano maximum moznych signala "H NMR spekter a objasnény
struktury u neznamych sloucenin s vyuzitim 2D NMR.

Vysledky ziskané z NMR méfeni a PCA analyz predkladaji uceleny obraz priméarniho
metabolizmu kultur, ktery vSak pravdépodobné nesmétuje v biosyntetickych drahach ke
metabolizmus kyseliny Sikimové vedouci k aromatickym stavebnim kamentim, ktery ovSem
neni soucasti metabolické drahy kanabinoidl. Na druhou stranu detekce signald typickych pro
terpenové metabolity v choroformové frakeci doklada aktivitu deoxyxylulozové a
mevalonatové metabolické cesty vedouci k Cs isoprenovym jednotkdm. Jednou z dilezitych
podminek pro produkci sekundarnich metabolitl je ovSem také kompartmentizace v rostling,
ktera mize byt u nediferencovanych bunéénych kultur pfekazkou v GspéSnosti experimentu.
V ptipadé konopi je dulezitou podminkou tvorba specializovanych Zlaznatych trichomi, ve
kterych dochazi k odblokovani nezbytnych enzymovych systéml biosyntézy. Takto lze
predpokladat, ze 1 pfi dostateCném zasobeni stavebnimi kameny nezbytnymi pro kanabinoidni
strukturu, neni aktivovan jiz brzsky enzymovy systém biosyntézy kanabinodii piedstavovany
olivetol syntazou a nedochazi k tvorb¢é prekurzoru olivetolové kyseliny. Ve stadiu vyzkumi
zustava také charakterizace dalSich izoforem polyketidsyntdz, které mohou zajiStovat
jak biosyntézu kanabinoidi, tak pfesmykovat metabolickou drahu na jiné sekundarni
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metabolity napi. flavonoidy nebo stilbenoidy s vyuzitim stavebnich kamenl acetatového
metabolizmu %7,

Ptedlozenou analyzou byl dikladné prozkouman metabolizmus suspenznich kultur a
NMR zédznamy budou slouzit pro dalSi experimenty s danym biologickym materidlem.
Nedilnou soucasti bude déale porovnani s extrakty intaktnich rostlin, které ptedstavuji
Z hlediska NMR analyzy nesrovnatelné slozitéjsi systém, ktery bude vSak s vyuzitim udaji
uvedenych v této praci jednoduseji interpretovatelny. Uvedena data jsou také nezbytnd pro
dalsi experimenty molekularné biologického zaméfeni, zejména v dalSich vyzkumech
tykajicich se brzskych stadii metabolické drahy kanabinoidl, jmenovité studia polyketid

syntaz 258),
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VII. Summary

The literature review concerning Cannabis sativa L. was prepared with focus on the
biologically active compounds. The scope of cell cultures biotechnology and application of
modern instrumental analytical methods in the field of metabolomics was discussed.

Based on the NMR and MS results, no cannabinoids were detected in the control or
elicited cell suspension cultures of Cannabis sativa L. Also other secondary metabolites were
not detected by NMR. Other more sensitive analytical methods and their combinations should
be used for absolute evaluation of other secondary metabolites, if they are present. It can be
concluded, that biosynthesis of the cannabinoids was not induced by pectin or jasmonic acid
as elicitors in the suspension, callus or embryogenic tissue cultures of Cannabis sativa L.

Main metabolites of certain growt phases were evaluated based on the quantification
of produced metabolites and prepared growth phase curves. The impacts of elicitations were
interpreted by PCA statistical method, with subsequent metabolite identification or structure
elucidation. Maxima of possible *H NMR signals were identified and 2D NMR experiments
were applied for signals of unknown compounds.

The results from NMR measurements combined with PCA analysis brought
comprehensive picture of the cultures’ primary metabolism, which is not however directed
throught biosynthetic pathways to the complex structures of secondary metabolites.
Unambiguously was induced metabolism of shikimic acid pathway leading to the aromatic
building stones, which are indeed not part of the cannabinoids metabolism. On the other hand
detection of terpene signals in chloroform fraction is proof of deoxyxylulose and mevalonate
metabolic pathways leading to Cs isoprene units. Compartmentization is also one of the major
requirements for secondary metabolites production, which can be handicap of successful
experiment in case of the nondiferentiated cell cultures. For cannabis the presence of
glandular trichomes with specific enzymatic apparatus is necessary condition. Based on this
knowledge we can expect that even with sufficient supply of the cannabinoids biosynthetic
building stones, the necessary enzymatic apparatus representing by olivetolic synthase is not
activated in early stages and therefor olivetolic acid as major precursor is not synthetized. In
the field of research also remains characterization of other polyketide synthase izoforms,
which could be involved in the biosynthesis of cannabinoids or rearrange metabolic pathway
to the other secondary metabolites using acetate as building block like flavonoids or

stilbenoids 7.
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By our analysis was comprehencively studied metabolism of the suspension cultures
and achieved NMR results will be used in next experiments with the biological material.
Integral part will be comparison of the data with intact plant extracts, which represent
distinctively much more complex system from the *H NMR analysis point of view. Our data
will be used in subsequent experiments of chemical or molecular biology way, especially
concerning early stages of cannabinoids metabolism, namely in the study of polyketide

synthase izoforms 9.
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VIIl. Pouzité zkratky
2-AG 2-arachidonoyl glycerol
2,4-D 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina
5-HT; 5-hydroxytriptamin, serotonin
11-OH-THC 11-hydroxytetrahydrokanabinol
AD Alzheimerova choroba
ALS amyotroficka lateralni skleréza
cAMP cyklicky adenosin monofosfat
CB1> kanabinoidni receptor typ 1 a 2
CBC kanabichromen
CBD kanabidiol
CBDV kanabidivarin
CBG kanbigerol
CBGM kanabigerol monometyleter
CBN kanabinol
CE kapilarni elektroforéza
CNS centralni nervova soustava
CoA koenzym A
COSsYy correlation spectroscopy
COX-2 cyklooxygenéza 2
CYP 450 cytochrom P450
CR Ceska republika
DHA dokosahexaenova kyselina
EPA eikosapentaenova kyselina
ES endokanabinoidni systém
EU Evropska unie
FAAH hydrolaza amidu mastnych kyselin
FID free induction decay
FT fourierova transformace
GABA y-aminomaselna kyselina
GC plynova chromatografie
HD Huntingtonova chorea
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HMBC heteronuclear multiple bond coherence

HSQC Heteronucler single quantum coherence

IAA indol-3-octova kyselina

IC infracervena spektroskopie

IFN-y interferon vy

IgE imunoglobulin E

IL interleukin

P53 inositol trifosfat

J-res J - resolved

LC kapalinova chromatografie (HPLC, UPLC)

LOX lipoxygendza

LSD Dietylamid kyseliny lysergové

LTB, leukotrien By

MRSA metycilyn rezistentni Stafylokokus aureus

NAA naftyloctova kyselina

NK-1 neurokininovy receptor

NMR nuklarni magneticka rezonance

MS hmotnostni spektrometrie

OKTE odbor kriminalisticko technickych expertyz (Policie CR)

PCA analyza hlavnich komponent, Principal component analysis

PD Parkinsonova choroba

PGE; prostaglandin E;

PGl prostacyklin

PPAR-y metabolické jaderné receptory; receptory aktivované proliferatory
peroxizomul

THCA tetrahydrokanabinolova kyselina

THC tetrahydrokanabinol

THC-9-COOH | 11-nor-A’-tetrahydrokanabinol-9-karboxylové kyseliny

THCV tetrahydrokanabivarin

TLC tenkovrstva chromatografie

TNF-a tumor nekrotizujici faktor

TRPV vaniloidni typ receptoru
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X. Obrazova priloha
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Priloha 1: Saméi a samiéi rostlina Cannabis sativa
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Piiloha 2: Sami¢i kvétenstvi, suSena surova droga, farmaceuticka droga " 20),
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Priloha 3: Mikroskopicka charakteristika konopi 11.19)

a) kryci trichomy b) zlaznaté trichomy
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