OPONENTSKY POSUDEK

disertacni prace Mgr. Jaroslava Pece
,.Studium metabolizmu v in vitro kulturdch Cannabis sativa L.
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bylo pouzivano predevsim jako zdroj vldken vhodnych k dalSimu zpracovani, pozdé¢ji se
rozsifilo zneuzivani konopi pro psychotropni ucinky, coz vedlo k omezeni az zakazu jeho
pestovani. To meélo negativni dopad na studium obsahovych latek, presto se nékolik
pracovnich skupin zabyvalo izolaci a identifikaci sekundarnich metabolitd v konopi
pfitomnych a jejich biologickou aktivitou. Diky tomu byly popsany receptory pro
kanabinoidy a stim i endogenni kanabinoidy, coz vyznamné posunulo nase poznani o
mozném terapeutickém vyuziti latek této skupiny. Predlozend prace je prispévkem
roz§ifujicim poznatky o péstovani suspenznich a kalusovych kultur Cannabis sativa in vitro a
o vyskytu/nevyskytu kanabinoidi v nich, se snahou jejich biosyntézu ovlivnit. Jde o praci
aktualni i zajimavou, protoze kultivace organt, tkani i bunék in vitro umoziuje pracovat
s uniformnim materidlem, experimenty provadét cilené a pii pouziti vhodnych analytickych
postuptl s relativné malym mnozstvim.

Mgr. Jaroslav Pe¢ predklada k ziskani hodnosti Ph.D. v oboru farmakognosie praci o

celkovém rozsahu 179 stran. Prdce ma tradicni strukturu, autor cituje 258 literarnich

prament. Teoretickd ¢ast (58 stran) ma reSersni charakter a postupné se zaméiuje na botanické

aspekty konopi, obsahové latky a jejich farmakologické vlastnosti. Nasleduji kapitoly o

rostlinnych biotechnologiich, o metabolomice jakou soucasti funkéni genomiky a o pouzité

statistické metodé umoznujici analyzu hlavnich komponent z velkého poctu dat s mnoha

proménnymi. Teoretické ¢ast je zpracovana prehledné a raciondlné, ¢cimz disertant dokazal, ze

se v problematice dobie zorientoval a umi spravné, vyvazené a kriticky zpracovat literarni

udaje.

Mgr. Pec€ si stanovil nékolik cilii, které splnil. Vlastni experimenty jsou logicky fazeny a

zaméiuji se na:

- vybér vhodnych kultur k pokusiim pomoci kontamina¢nich testt

- identifikaci a kvantifikaci metaboliti pfitomnych v nativnich suspenznich kulturach
pomoci analytické NMR

- elicitaci suspenznich kultur s cilem zjistit, zda ovlivni tvorbu sekundarnich metabolitd,
pfedevsim kanabinoidl

- 1niciaci somatické embryogeneze a jeji vliv na produkci sekundarnich metabolith

- analyzu vybranych vzorki cilenou na kanabinoidy, metodou hmotnostni spektrometrie

Mgr. Pe€ zvolil k feSeni uvedenych problémi cilené¢ velmi u¢inné metody, které umoznily
ziskat potfebné udaje se zaddouci spolehlivosti. Z dil¢ich cili vyplyva naro€nost teoreticka 1
experimentalni. Ocenuji pouzité izolacni techniky, které ve spojeni s detekénimi metodami
vedly k tadé poznatkt. U nékterych specialnich metod vyuzil spolupraci dalsich odborniki,
véetné zahrani¢nich (Katedra farmakognosie Univerzity Leiden, Nizozemi, kde byla
podstatnd ¢ast prace realizovana, na coz soudim z pod€kovani na str. 179). Vysledky ziskané
za takovych okolnosti maji svou vysokou hodnotu a poskytuji solidni zéklad k dal$im studiim,
zaméfenym na tvorbu sekundarnich metabolitd v tkanovych kulturach Cannabis sativa L.
Konstatuji proto, Ze Mgr. Pe¢ zvolil spravné metody a ptistupy a prokazal schopnost jejich
spravné interpretace.

Dosazené vysledky (dokumentované premirou 'H NMR, 2D NMR a MS ziznami a
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sativa L., jednak pfinaseji nové poznatky o vlivu kyseliny jasmonové a pektinu na pokusny



materidl a tvorbu pfevazné primarnich metabolitli. Za danych experimentdlnich podminek
nebyla pfitomnost kanabinoidii v pokusném materidlu, vcetn¢ materialu po somatické
embryogenezi, dokdzana.

Nepochybuji, Ze sepsani disertace byla vénovana péfe. Autor pouzil ‘progresivni‘ cestinu.
Nepresnosti jsou na str. 1,4,9,10,14,20,24,29,34,39,44,45,46,65 a 72.

str. 29 Skoda, Ze neni uveden odkaz na objev kanabinoidnich receptorii.

str. 72 interni standard TSP neni mezi zkratkami, v NMR literatufe je pro Thermospray

str. 73 prekvapuje podobnost mezi frakcemi chloroformu a média

K ptedloZené praci mam nasledujici dotazy:

str. 14 jaké pozitivni zmény miize mit mikrovlnné zafeni na konopny olej?

str. 18 které jednoduché fenolické latky patii mezi priméarni metabolity?

str. 18 Z jakych prekurzoru se tvoii hexanoyl-CoA?

str. 26 Celkovou vlastnosti oleje je jeho antioxida¢ni aktivita. Prosim objasnit.

str. 62 Kultury GB, GC a Fiber pochézely z pracovisté, nebo jste je odvodil? Podle ¢eho
byly vybrany regulatory ristu a jejich koncentrace?

str. 64 pro¢ se k tvorbé& kalusovych kultur pouzila smés IAA, 2,4-D, kinetinu a NAA?

str. 69 prosim ptiblizit NMR analyzu

str. 145 komentaf ke geraniolu i s pouzitim slova ,,pravdépodobné* je odvazny. Pro¢
nebyla pouzita metoda SID (Selected Ion Detection)? Jaké izomery floroglucinolu
mate na mysli?

Zaver:

Pfimétena prezentace vysledkii formou publikaci v odborné literatufe nebo piednaSkami,
rozhled autora v celé $ifi problematiky, pfistup k feSeni konkrétnich cili s vyuzitim plné
adekvatnich metodik na soudobé urovni svétové védy charakterizuji Mgr. Jaroslava Pece jako
kvalitniho védeckého pracovnika. Pfestoze tvorba kanabinoida v tkanovych kulturach nebyla
prokazana, ptedstavuje prace piinos pro védni disciplinu a zaroven je vychodiskem pro dalsi
experimenty zaméfené na tvorbu sekundarnich metabolit tkatiovymi kulturami.

Prof. RNDr. Véclav Suchy, DrSc.



