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Abstrakt

Predkladana dizertacni prace popisuje formou komentafe k vlastnim originalnim
publikacim vysledky vyzkumu problematiky kanabinoidt, tj. fytokanabinoidi a
nékterych syntetickych kanabinoidd, jejich farmakokinetiky a ucinkd.

Prace je slozena ze Ctyf tematickych okruhii: farmakokinetika delta-9-
tetrahydrokanabinolu (THC) a kanabidiolu (CBD) u potkana v zavislosti na zpiisobu
podani; ¢asovy profil THC u ¢lovéka (po inhalacni aplikaci) a implikace pro bezpecnost
v dopravé¢; farmakokineticky profil syntetickych kanabinoidd u potkant; extrakce a
stanoveni fytokanabinoidi v rostlinném materialu.

Predmétem prvniho okruhu dizertaéni prace bylo stanoveni farmakokinetickych
profild THC, CBD po jejich jednotlivém a kombinovaném podani (vahovy pomér 1:1)
potkaniim s ohledem na podani obvykld u ¢lovéka, a to podani inhala¢ni, peroralni a
subkutanni. V prib&hu studie byl sledovan ¢asovy profil hladin THC a jeho metabolitl
(11-hydroxy-tetrahydrokanabinol, 11-OH-THC; kyselina 11-nor-delta-9-
karboxytetrahydrokanabinolova, THCOOH) a/nebo CBD v séru a mozcich zvitat ve 24
hodinovém experimentalnim intervalu. Kromé inhala¢niho podani, po aplikaci peroralni
a subkutanni koadministrace CBD inhibovala metabolismus THC, coz vedlo k nartistu
koncentraci THC v séru i mozku pokusnych potkanti, vzhledem ke kontrolnim hodnotdm
po podani samotného THC. Piekvapivym vysledkem studie byla skutecnost, ze po
peroralni 1 subkutanni administraci samotného CBD byl THC prokazan v séru 1 mozku
pokusnych zvifat - tzn., Ze jde o in vivo potvrzeni pfedchozich vysledkl z in vitro
experimentll dokumentujicich také konverzi CBD na THC. Vysledky pfedkladané prace
pfinasi noveé poznatky pro piipadné nové lékové formulace kanabinoidii, zejména
z hlediska moZnych metabolickych interakci. Samotna in vivo konverze CBD na THC
bude podkladem pro detailnéjsi vyzkum v této oblasti, zejména s ohledem na ptipadné
terapeutické uziti kanabidiolovych pfipravkll ¢lov€kem a také na forenzni hodnoceni
nalezl psychotropnich latek

Pfredmétem druhého oddilu bylo sledovani casového profilu hladin THC v séru
rekreacnich a chronickych wuzivatelii konopnych drog. Interval sledovani byl
bezprostiedné po uziti bézné inhala¢ni davky drogy, tedy jedné cigarety/ jointa, a to az
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kinetickych studii, a sice Ze u rekreacnich uzivateli neni THC detekovatelny b&znou



metodou jiz v horizontu cca 4 hodin po uziti, zatimco u chronickych uzivatelti je THC
detekovatelny i1 po vice nez 24 hodinach abstinence. V tomto kontextu je nutné zduraznit,
ze mnozi chroni¢ti uzivatelé méli jiz pfed pocatkem vlastniho experimentu bazalni
hladinu THC z ptfedchozich déavek, zptisobenou redistribuci THC z lipofilnich depot zpét
do krve. Konzumace konopnych drog ma individualni vliv na kognitivni a
psychomotorické schopnosti uzivatele. Praktickou forenzni otdzkou zlstava, jak dlouho
mohou ptetrvavat psychotropni efekty THC u chronikd po posledni ddvce drogy i po
deletrvajici abstinenci. U chronickych wuzivateli jsou dokumentovany piipady
dlouhodobého neptiznivého ovlivnéni neurokognitivnich funkci. Krevni hladina THC
u fidich tak sama o sob& nemusi pifimo korelovat s mirou ovlivnéni CNS. V tfad¢ zemi
byla proto z preventivnich diivodu a ve snaze snizit rizika v doprave zavedena tzv. per se
legislativa zalozena na analytickém principu s minimalni toleranci k nalezu drog v krvi
fidi¢e, tedy i THC. RozliSeni akutni a chronické konzumace konopnych drog pii
posuzovani bezpecnostnich rizik zejména v doprave je stale predmétem mnoha studii.

Tteti oddil byl vénovan porovnani farmakokinetiky novych syntetickych kanabinoida
(SK) a THC po subkutannim podani experimentalnim potkantim. Syntetické kanabinoidy
jsou latky ptivodné vyvinuté pro vyzkum a modulaci endokanabinoidniho systému,
v poslednich letech se vSak ve velké mife objevuji na drogovém trhu, jelikoZ mimikuji
ucinky pfirodnich kanabinoidii. Studované SK jsou derivaty indold (JWH-073 a JWH-
210). Jde o lipofilni velmi potentni latky s vysokou afinitou k endogennim kanabinoidnim
receptorim CB1 a CB2 a v tomto ohledu je jejich uziti spojeno s vysokou incidenci
nezadoucich G¢inkl. V pribéhu experimentu byly stanoveny farmakokinetické profily
JWH-073, JWH-210 v séru potkanti a THC v 24 hodinovém intervalu. U studovanych SK
byl pozorovan odlisny farmakokineticky priabéh vzhledem k THC, vysvétlitelny ziejmée
jejich rozdilnou lipofilitou, a tedy 1 naslednou redistribuci v krvi. JWH-210 vykazoval
bifazicky profil se dvéma maximy, analogicky se subkutannim podanim THC, zatimco
JWH-073 dosahl maxima v séru az 4 hodiny po aplikaci. Nami zjistény asovy pribeh
hladin studovanych SK koreluje dobie s publikovanymi daty v jinych studiich, coz
doklada konzistentnost nalezi.

Posledni okruh byl vénovan extrakci fytokanabinoidl z rostliného materialu,
konkrétné€ z kvétenstvi Cannabis sativa. Extrakce fytokanabinoidd (a nasledné stanoveni

jejich obsahu) ma vyznam nejen forenzni pii zjisStovani potence THC v zabaveném



rostlinném materialu, ale s rozvojem Iékaiského vyuziti marihuany i pro urceni
zastoupeni jednotlivych kanabinoidi v konkrétnich odriidach s ohledem na jejich
terapeutické indikace. V tomto sméru jsou v praxi rozsifené extrakéni postupy s vyuzitim
organickych rozpoustédel, kterd jsou vSak Casto toxickd, jak s ohledem na Zzivotni
prostiedi, tak i na lidské zdravi. Proto byla pfipravena série alternativnich organickych
rozpoustédel, tzv. deep eutectic solvents (DES) na bazi netoxickych vychozich latek,
v tomto piipad¢ terpent a prirodnich organickych kyselin a testovana jejich extrakéni
ucinnost pro vybrané fytokanabinoidy (THC, CBD a jejich karboxylované homology).
Nejvyssi extrakéni ucinnosti dosahovala eutekticka kapalina na bazi mentolu a kyseliny
octové, a to nejen mezi testovanymi DES, ale pfedevS§im v porovnani s ¢asto vyuZivanou
extrakéni smési methanol/chloroform, kdy byly zaznamenany vysSi vytézky az
v tadu desitek procent. Vzhledem k povzbudivym vysledkiim této pilotni studie mohou
byt eutektické kapaliny vyuzity nejen v oblasti zelené analytické chemie, ale maji

potencial 1 pro farmaceuticky primysl (napf. tinktury kanabinoidii na bazi téchto kapalin).
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Abstract

This thesis describes in the form of a commentary on own original publications
research on the problems of cannabinoids, ie. phytocannabinoids and some synthetic
cannabinoids, their pharmacokinetics and effects.

The work consists of four thematic areas: the pharmacokinetics of delta-9-
tetrahydrocannabinol (THC) and cannabidiol (CBD) in rats, depending on the route of
administration; THC concentration time profile in humans (after inhalation) and
implications for transport safety; the pharmacokinetic profile of synthetic cannabinoids
in rats; extraction and determination of phytocannabinoids in plant material.

The first part of the thesis was to determine pharmacokinetic profiles of THC, CBD
and combination thereof (1:1 weight ratio) in rats with respect to administration common
in humans, i.e. inhalation, oral and subcutaneous administration. THC, its metabolites
(11-hydroxy-tetrahydrocannabinol, 11-OH-THC; 11-nor-delta-9-
carboxytetrahydrocannabinol, THCOOH) and CBD concentrations in serum and brains
of animals were monitored at the 24 hours experimental interval during the study. Except
for inhalation administration, co-administration of CBD inhibited THC metabolism (after
both oral and subcutaneous), resulting in an increase in THC concentrations in both serum
and brain of the rats relative to THC alone. The surprising result of the study was that
after oral and subcutaneous administration of CBD alone, THC was measured in both the
serum and brain of experimental animals — it is an in vivo confirmation of previous in
vitro experiments documenting the conversion of CBD to THC. The results of this work
bring new findings for possible new drug formulations of cannabinoids, especially in
terms of possible metabolic interactions. The in vivo conversion of CBD to THC itself
will be the basis for further research in this field, especially with regard to therapeutic use
of cannabidiolic preparations by humans and also with respect to the forensic evaluation
of psychotropic substances

The second section focused on monitoring THC levels in recreational and chronic
cannabis users. The follow-up interval was immediately after the usual inhalation dose of
the drug, i.e. one cigarette / joint, until 24 hours after application. Our studyconfirmed the
results of earlier controlled kinetic studies that THC is not detectable in recreational users
with common instrumental equipment as early as 4 hours after use, while in chronic users

is THC detectable even after more than 24 hours of abstinence. In this context, it should



be emphasized that many chronic users had basal THC levels from recent use before the
start of the experiment, due to the redistribution of THC from lipophilic depots to blood.
Consumption of cannabis has an individual influence on the cognitive and psychomotor
abilities of the user. The practical forensic question remains how long the psychotropic
effects of THC can persist in chronics after the last dose of the drug and after persistent
abstinence. Cases of long-term adverse effects on neurocognitive functions are
documented in chronic users. Thus, the THC blood level in drivers does not in itself have
to correlate directly with the degree of influence on central nervous system. Therefore, in
a number of countries, per se legislation based on an analytical principle with minimal
tolerance to drugs in the driver's blood was introduced for preventive reasons and in an
effort to reduce traffic risks, including THC. The distinction between acute and chronic
cannabis consumption in assessing safety risks, especially in traffic, is still the subject of
many studies.

The third section was devoted to comparing the pharmacokinetics of new synthetic
cannabinoids (SK) and THC following subcutaneous administration to experimental rats.
Synthetic cannabinoids are substances originally developed for research and modulation
of the endocannabinoid system, but in recent years they have largely appeared on the drug
market as they mimic the effects of natural cannabinoids. The SKs studied are indole
derivatives (JWH-073 and JWH-210). These are lipophilic and very potent substances
with high affinity for endogenous cannabinoid CB1 and CB2 receptors, and in this respect
their recreational use is associated with a high incidence of adverse events.
Pharmacokinetic profiles of JWH-073, JWH-210 and THC in rat serum were determined
at 24 hours interval. In the SKs studied, different pharmacokinetic profiles were observed
with respect to THC, presumably with regard to their different lipophilicity and hence
subsequent blood redistribution. JWH-210 showed a biphasic profile with two
concentration maxima, analogous to subcutaneous administration of THC, while JWH-
073 peaked up to 4 hours after administration. The time course of the studied substances
established in our work correlates with the published data, which shows the consistency
of our findings.

The last section was devoted to the extraction of phytocannabinoids from plant
material, namely from the inflorescence of Cannabis sativa. Extraction of

phytocannabinoids (and their determination) is important not only for the forensic



monitoring of THC potency in seized plant material, but with the progress of medical use
of marijuana also for the determination of individual cannabinoid distribution in
particular varieties with respect to their therapautic indications. In this regard, organic
solvent extraction processes are widespread, but they are often toxic, with respect to the
environment and human health. Therefore, a series of alternative deep-eutectic solvents
(DES) based on non-toxic starting materials, in this case terpenes and natural organic
acids, were prepared and their extraction efficiency tested for selected phytocannabinoids
(THC, CBD and their carboxylated homologs). Eutectic liquid based on menthol and
acetic acid reached the highest extraction efficiency, not only between the tested DES,
but mainly compared to the often used methanol/chloroform extraction mixture, where
higher yields of up to tens of percent were reached. Due to the encouraging results of this
pilot study, eutectic liquids can be used not only in the field of green analytical chemistry,
but they also have potential for the pharmaceutical industry (eg. tinctures of cannabinoids

based on these liquids).
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Seznam zkratek

11-OH-THC- d3

11-OH-THC
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ANCOVA
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APINACA
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1. Uvod

Marihuana je nejrozsifenéjsi rekreacné uzivanou drogou v Evropé, pifiCemz jeji
prevalence mezi uzivateli ve véku 15-64 let je dle udaji Evropského monitorovaciho
centra pro drogy a drogové zavislosti v Lisabonu (European Monitoring Center for Drugs
and Drug Addiction) za posledni dekadu jedna z nejvyssich pravé v Ceské republice. Roli
zde zfejm¢ hraje snadnd dostupnost marihuany na domacim drogovém trhu a Siroka
dostupnost prostiedkll pro domaci péstovani. Dal§im faktorem mohou byt mediélni vlivy
a snahy o plosnou legalizaci marihuany, ¢asteén¢ vyuzivajici argumenty o 1écebnych
ucincich konopi, kdy ¢ast vefejnosti jiz marihuanu nepovazuje de facto za ilegélni drogu
a srovnava ji s legalné dostupnymi alkoholickymi a tabdkovymi vyrobky s poukazem na
jejich vyssi zdravotni i socialni Skodlivost. Pro legdlni zachazeni s konopnymi drogami
plati v CR zakonné normy o navykovych latkach, ve forenzni praxi postihujici predevsim
velkopéstitele, a sice zejména pro piecin Sifeni toxikomanie.

Akutni zdravotni rizika pro konzumenty marihuany nedosahuji rizik spojenych
s uzivanim tvrdych drog typu heroinu, ale chronické uzivani marihuany zejména od
pubertalniho véku muize byt u predisponovanych jedincti spoustéem rozvoje ruznych
psychickych ¢i respira¢nich poruch a jinych onemocnéni (Kuepper, et al., 2011).
Vzhledem k prevalenci uzivani marihuany v populaci tyka se jeji konzumace také
nekterych tidi¢h motorovych vozidel s dopady na bezpecnost dopravy. Konzumace
navykové latky, tedy i1 konopnych drog, fidiCem pted a pii jizd¢ a fizeni pod vlivem
navykové latky je vsak v CR i v jinych zemich nezakonné. V piipadé konopnych drog je
intoxikujici latkou ovliviiyjici behavioralni a kognitivni schopnosti fidi¢e psychoaktivni
delta-9-tetrahydrokanabinol (THC) (Bondallaz, et al., 2016). Rada kontrolovanych
experimentalnich 1 epidemiologickych studii dokazuje zvySend rizika v dopravé po
konzumaci marihuany a nasobn€ zvySend pifi kombinovaném uziti s alkoholem
(Drummer, et al., 2004). V praxi vyvstavd otdzka pravidel, jak spravné a efektivné
klasifikovat fidice nachdzejiciho se pod vlivem navykové latky jiné nez alkohol.
V souladu s legislativou v nékterych evropskych zemich, a jinde ve svété, také v CR
nabyla uc¢innosti novela zdkona o provozu na pozemnich komunikacich ve znéni zdkona
233/2013 Sb. odkazujici na nafizeni vlady 41/2014 Sb., podle n¢hoz jsou urceny
specifikované ndvykové latky a jejich mezni koncentracni hodnoty v krevnim vzorku, pfi

jejichz prekroceni se tidi¢ povazuje za ovlivnéného specifikovanou navykovou latkou.
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Po jednorazovém uziti marihuany hladina THC v krvi rychle klesd béhem par hodin pod
moznost detekce béznych analytickych metod. U chronickych uzivatelii je vSak situace
Nélez THC v krvi u takového fidi¢e pak piimo nemusi dokumentovat akutni stav
ovlivnéni CNS pii fizeni (Skopp a Potsch, 2008). Praktickou forenzni otazkou je, jak
dlouho mohou pietrvavat psychotropni efekty THC po posledni dédvce drogy a kdy doslo
k posledni davce drogy.

V soucasnosti se do povédomi nejen odborné vetejnosti dostavd ve spojitosti
s medicinalnim vyuzitim konopi dalsi fytokanabinoid, konkrétn¢ kanabidiol (CBD), ktery
ma protizanétlivé, anxiolytické a antiepileptické tcinky (Grant a Cahn, 2005). Pokud je
CBD podén zarovent s THC, pozitivné moduluje nekteré jeho nezadouci ucinky jako
napiiklad tachykardii, psychézy a redukuje kognitivni deficit. CBD je povazovan za
neintoxikujici latku, avSak je taktéz psychoaktivni a miize indukovat alteraci mozkovych
funkci, avSak protichdné oproti pisobeni THC a dale ma i neuroprotektivni a
antipsychotické vlastnosti (Klein, et al., 2011). VedlejSim produktem Slechténi odrid
konopi s vysokym obsahem THC bylo snizeni mnozstvi CBD v téchto rostlinach na
minimum. Bylo postulovéano, ze tento minimalni obsah CBD je divodem pro cast&jsi
prevalenci psych6z a vyraznych kognitivnich deficitl, a je tedy rizikem pro uZivatele
tohoto druhu konopi. Proto je uZivatelim doporu¢ovano uzivat naopak konopi
s vyvazenym obsahem obou kanabinoidi, zejména s ohledem na redukci akutnich rizik.
Studium farmakodynamickych a farmakokinetickych interakci mezi THC a CBD je
v soucasnosti pfedmétem intenzivniho vyzkumu.

Vzhledem k jiz zminénému medicinalnimu vyuZiti konopi roste i diiraz na sledovani
obsahu jednotlivych kanabinoida v kultivarech uréenych pro terapeutické ucely, pfi¢emz
zakladnim kamenem pro toto je GCinna extrakce kanabinoidl z rostlinného materialu.
Volba zpiisobu extrakce a hodnoceni jeji efektivity bude nadale nabyvat na vyznamu
zejména s ohledem na rozrlstajici se pocet zemi, kde je pouziti kanabinoidl pro
medicindlni Ucely povoleno, a zaroven rozsifujici se pocet medicinalnich indikaci
(Abubhasira, et al., 2018). Povolené rekreacni legalni uzivani konopi v nékterych zemich
je také spojeno s nutnosti deklarace obsahu miniméalné¢ THC v konopnych produktech.
Tento nartst pozadavki na kontrolu a sledovani kvality konopnych produktt s sebou nese

1 zvySené naroky na extrak¢ni postupy nutné pro stanoveni obsahu jednotlivych slozek.
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Mezi pouzivana organickd rozpoustédla pro extrakci fytokanabinoida z rostlinnych
materidlt patii methanol, ethanol, ethylacetat, chloroform ¢i hexan. V soucasnosti je vSak
trendem (pro naplnéni cilt zelené chemie) vyzkum, vyvoj a pfiprava novych netoxickych
rozpoustédel, nejlépe na bazi latek z obnovitelnych zdroji, jelikoz tradi¢ni organicka
rozpoustédla predstavuji vyznamny podil toxickych odpadi v chemickém primyslu, a
tedy pfispivaji k enviromentalnimu znecisténi. V tomto ohledu bylo prezentovano nové
médium s vysokym aplikacnim potencidlem — tzv. deep eutectic solvents (DES) (Abbott,
et al., 2003), pricemz aplikace riiznych DES pro extrakéni ucely je v soucasnosti hybnou
silou jejich vyzkumu a vyvoje, a to nejen zpohledu analytické chemie, ale i
farmaceutického a kosmetického primyslu (Jeong, et al., 2017).

Na pocatku 21. stoleti se na svétové drogové scéné objevil zcela novy fenomén
zneuZivani tzv. novych syntetickych drog (NSD, legal highs, designer drugs). Rada téchto
latek byla popsana jiz ve 20. stoleti napi. v rdmci vyvoje novych 1éCiv, ale pro jejich
halucinogenni a jiné nezddouci U¢inky byl dalsi vyvoj pro terapeutické cile ukoncen.
V tomto ohledu zazivaji renesanci na ilegalnich drogovych trzich halucinogenni
syntetické kanabinoidy (SK) (ElSohly, et al., 2014). V principu jsou tyto latky agonisté
endogennich kanabinoidnich receptort CB1 a CB2, a farmakologicky tedy mimikuji
uc¢inky THC, hlavni psychoaktivni latky konopi. U mnohych novych SK byla
experimentalné prokdzana podstatné véEtsi farmakologickd Uc€innost neZ v pripadé
fytokanabinoidi. Akutni i1 chronické uziti téchto latek vede k paleté vedlejSich
nezadoucich ucinkl, predev§im pak psychdézam, kie¢im, poskozeni tkani, srdecnim
zastavam a umrti. Medializovany a potvrzeny vyskyt intoxikaci SK na severni Moravé
v roce 2018 ilustruje vysokou rizikovost téchto latek a mozné fatalni nasledky jejich
zneuzivani. Sifeni a nabizeni téchto novych drog je usnadnéno jejich opozdénym
zafazovanim na seznamy kontrolovanych psychotropnich latek.

Nejpopularnéjsi distribuce SK je sprejovani téchto latek na inertni botanicky material
(napf. marihuanu, Salvéj, tabak), ptipadné jsou jejich roztoky uZzity jako naplné do e-
cigaret. Uzivatel¢ SK jako motivaci jejich zneuzivani uvadeji, mimo jiné, zvédavost,
snadnou dostupnost a niz8i cenu ve srovnani s marihuanou a haSiSem. Dal§im faktorem
pro jejich zvySené uzivani je fakt, Ze pro nové generace SK nejsou dostupné jednoduché

imunochemické testy, které by rychle indikovaly moznou pfitomnost SK ¢i metaboliti
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v biologickych vzorcich uzivateld, a jejich uzivatelé tak unikaji pozornosti ¢i postihu pfi
ruznych kontrolach napfi. ve véznicich nebo pti vykonu povoléni ¢i v doprave.
Farmakologické ucinky, potence a toxicita téchto latek (zejména novych analogti SK)
jsou ve vétsing piipadii neznamé, a proto je tieba kontrolovanych experimentalnich studii
s témito latkami in vivo na pokusnych zvifatech anebo in vitro se zaméfenim na
farmakokinetiku 1 dynamiku vcéetné studia biotransformace (Diao a Huestis, 2019).
Cilem dizertacni prace bylo studium farmakokinetiky vybranych fytokanabinoidl a
syntetickych kanabinoidl,, a to in vivo u lidskych dobrovolnikii a u laboratornich
experimentalnich potkan. Pro ucely stanoveni hladin fytokanabinoidi a jejich

metabolitli v biologickém materialu byla vypracovdna metodika pro forenzni aplikace
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2. Literarni prehled

2.1 Fytokanabinoidy

Konopi je Siroce rozsifend pland i1 ¢lovékem péstovanad rostlina, ktera s nejvetsi
pravdépodobnosti pochazi z centralni Asie, odkud se lidskym pfi¢inénim a svoji vysokou
schopnosti adaptace dostala do celého svéta. Konopi patii do ¢eledi konopovité, do této
Celedi patti také chmel. Konopi poprvé odborné botanicky popsal Carl Linne v roce 1737
jako Cannabis sativa. V soucasnosti jsou popsany dalsi dva druhy, Cannabis indica a
Cannabis ruderalis (L. O. Hanus, et al., 2016b; Lynch, et al., 2016).

Konopi seté je jednoletou a dvoudomou rostlinou tvofici na jedné rostliné samici a na
druhé saméi kvétenstvi. Pro nelegalni uziti konopi jsou preferovany samici rostliny,
jejichz okvéti tvoti takzvané palice, kde je koncentrovana vétSina rostlinného THC.
Samici rostliny marihuany, kterym bylo zabranéno v oplodnéni, jsou oznacovany jako
sinsemilla (ze Spanélského sin semilla — bez semen). Takova rostlina nevytvaii semena a
obsah THC v okvéti je vyssi. Dlouholetym Slechténim byly ziskdny také jednodomé
varianty, jejichZ vyznam v souc¢asném zemé&délstvi prevlada (L. O. Hanus, et al., 2016b).

Uvadéné hodnoty obsahu THC v konopném materidlu jsou zavislé na metodice
stanoveni, na tom, ktera Cast rostliny je analyzovana. Policejni udaje tykajici se
zabavenych ilegéalnich konopnych drog pochdzeji vétSinou z analyz samicich okvéti (tzv.
»palice®). V Evropé se v posledni dekadé pfiblizné rozmezi obsahu THC v zabavenych
drogach (marihuan¢€) pohybovalo v rozmezi 3-16 % (L. O. Hanus, et al., 2016a). Pfi
péstovani konopnych rostlin v umélém sklenikovém prostiedi je zastoupeni jednotlivych
kanabinoidi. modifikovano a obsah THC se obvykle zvySuje oproti venkovnim
kultivarGm.

Védecky vyzkum kanabinoidl se datuje do pocatku 19. stoleti, tedy do doby, pro
kterou byl typicky zajem o ziskani &istych latek z p¥irodnich materiali. Slo predev§im
o alkaloidy jako je kokain, morfin nebo strychnin, které Ize snadno izolovat a
vykrystalizovat jako piislusné sole pro medicinské vyuziti. Nicméné terpeny z rostlin
rodu Cannabis nebylo mozné dost dobte izolovat soudobou technikou a uplynulo vice nez
stoleti do objasnéni struktury hlavni psychotropni latky, delta-9-tetrahydrokanabinolu
(THC). Ke konci 19. stoleti skupina védcti z Cambridge zdatile destilovala etherovy

extrakt z indického hasiSe a ziskala lepkavy olej. Pfi konzumaci tohoto oleje peroralné
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dochazelo ke staviim podobnym jako po kouieni hasise, a proto se mé¢lo za to, ze obsahuje
n¢jakou psychoaktivni latku zrostliny Cannabis sativa nebo Cannabis indica
(Mechoulam, et al., 2014). Dal§im pokrokem bylo zji§téni, Ze tento olej neni homogenni
latkou a jeho dalsi destilaci a acetylaci jedné z frakci vykrystalizoval acetét, ktery po
hydrolyze vytvofil pryskyticny fenol o strukture C>1H280,. Tuto latku autoti Wood a jeho
spolupracovnici pojmenovali kanabinol a vzhledem k jeho ziskani ve form¢ krystalu jde
o prvni kanabinoid izolovany v ¢isté formé (Mechoulam, et al., 2014). Kanabinol byl
puvodné¢ mylné¢ povazovan za hlavni psychoaktivni slozku rostliny. Tuto myslenku
podpoftil fakt, ze kanabinol byl izolovan v relativné velkém mnozstvi, coz mohlo byt
zpusobeno praci s dlouhodobé skladovanym hasiSem, pticemz mohlo dojit k oxidaci
skute¢né hlavni psychoaktivni latky tetrahydrokanabinolu na kanabinol. Mnoho
vyzkumnych skupin se poté pokouselo Woodovy experimenty zopakovat a rozsitit, ale
neuspésne, a proto byla Woodova prace dlouho ignorovana. Teprve ve tficatych letech
dvacétého stoleti Cahn a o par let pozdéji Todd v Anglii a Adams v USA obnovili
chemicky vyzkum konopnych latek a Loew a Walton prozkoumali farmakologii surové
marihuany a efekty riznych piecisténych frakci z marihuany (L. O. Hanus, et al., 2016b;
Mechoulam, et al., 2014). Struktura dfive izolovaného kanabinolu byla objasnéna
pozdéji. Prace se syntetickymi latkami podobnymi kanabinolu vedla k domnénce, ze
psychoaktivnim konstituentem rostlin Cannabis bude dosud exaktné neidentifikovany
tetrahydrokannabinol. Toto se potvrdilo na syntetickém delta-6a, 10a-
tetrahydrokanabinolu, ktery vykazoval podobné i€inky jako marihuana pii pokusech na
psech, avSak UV spektrum vysoce koncentrované farmakologicky aktivni
frakce izolované z rostliny se od této syntetické latky liSilo. Po témét dvou dekadach byl
vyzkum konstituenti marihuany obnoven na Weizmannové institutu v Izraeli skupinou
prof. Mecholauma (Mechoulam, et al., 2014). K izolaci Cistého kanabidiolu (CBD) doslo
teprve v roce 1964 hexanovou extrakci haSiSe a separaci tohoto extraktu na neutralni a
kyselé frakce. Opakovanou extrakei neutralni frakce na florosilu, okyselené aluming, a
aluminé s 12 % nitritu stiibra byly ziskdny tyto frakce kanabicyclol, kanabidiol, THC,
kanabinol, kanabichromen, kanabigerol a jiné latky. VSechny kanabinoidy byly ziskany
jako krystaly, kromé THC a kanabichromenu. Kanabidiol byl izolovan jiZ na po¢atku 40.
let, avSak jeho struktura a stereochemie byla objasnéna az v roce 1963, pfedevsim diky

nové metod€é nuklearni magnetické rezonance (NMR). Tato metoda méla také pro
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objasnéni struktury THC zdsadni vyznam (Gaoni a Mechoulam, 1964). Finalni potvrzeni
struktury THC bylo umoznéno po ptfevedni kanabinolu na THC mirnou acidifikaci.
Definitivni konfirmace strukturni konfigurace THC byla dokoncena v roce 1967

(Mechoulam, et al., 2014), (Obr. 1).

AS-THC

Obr. 1 Struktura delta-9-tetrahydrokanabinolu (THC)

Struktura kanabigerolu, kanabichromenu, kanabicyklolu a dalSich konstituentti konopi
byla objasnéna v dalsi dekadé (Mechoulam, et al., 2014). V soucasné dob¢ jsou znamy
desitky riznych struktur ptirodnich kanabinoidi. Obecné tedy mizeme konstatovat, Ze
kanabinoidni latky izolované z rostliny Cannabis sativa jsou rodinou tricyklickych
kruhovych struktur s charakteristickym fenolovym cyklem s meta polohou C5 alkylu
viéi  hydroxyskuping, centrdlnim pyranovym cyklem a mononenasycenym

cyklohexanovym cyklem (L. O. Hanus, et al., 2016b; Lynch, et al., 2016).

2.2 Syntetické kanabinoidy

Syntetické kanabinoidy (SK) jsou synteticky pfipravené latky s riznou strukturou,
které maji spole¢nou schopnost vazat se ke kanabioidnim receptorim. V principu jsou
tyto latky agonisté endogennich kanabinoidnich receptort CB1 a CB2, a farmakologicky
tedy mimikuji u¢inky THC, hlavni psychoaktivni latky konopi (ElSohly, et al., 2014).
S jejich piipravou se zacalo po objasnéni struktury THC a v dalSich letech slouzily
pfedevs§im pro vyzkum endokanabinoidniho systému. Jejich klasifikace v tomto obdobi
vychazela Casto ze zkratek laboratofi, univerzit ¢i vyzkumnikii podilejicich se na jejich
ptipravé napiiklad zkratka HU odkazuje k Hebrejské univerzité nebo JWH ke skupiné
doktora Johna W. Huffmana (Kong, et al., 2018). U mnohych SK byla experimentalné
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prokdzana podstatné vEtsi ucinnost nez v piipadé fytokanabinoidi, coz vedlo k jejich
renesanci na drogové scén¢ a fadi se tak mezi latky obecné oznaCované jako nové
syntetické drogy. Akutni i chronické uziti téchto latek vede k palet¢ vedlejSich
nezadoucich ucinkl, predev§im pak psychdézadm, kieCim, poskozeni tkani, srde¢nim
zastavam a umrti (Castaneto, et al., 2014). Zavazné intoxikace SK na severni Moravé
v roce 2018v ilustruji vysokou rizikovost téchto latek a mozné fatalni nasledky jejich
zneuzivani.

Prvni generace SK byla odvozena od rostlinnych kanabinoidi, pficemz §lo zejména
o modifikace postranniho uhlikového fetézce (napt. HU-210), coz bylo doprovazeno
siln¢j$im agonistickym u¢inkem na oba druhy endokanabinoidnich receptorti v porovnani
s THC (Dagon, et al., 2007). Dal$imi zastupci byly cyklohexylfenoly (napt. CP 47,497)
a naftoylindoly (napf. varianty JWH-018). Druhd generace sebou piinesla obmény
substituentt ptipojenych k zékladnimu indolovému strukturnimu motivu naftoylindolu,
ale zacCaly se objevovat 1 benzoylindoly a fenylacetylindoly (napf. RCS-4, JWH-250).
Nejnovéjsi tfeti generace SK se vyznacuje ndhradou indolového jadra indazolovym
(APINACA) ¢i benzimidazolovym jadrem (FUBIMINA). Dalsi oblibenou skupinou jsou
indazolkarboxamidy, mezi néz patii AB-FUBINACA nebo ADB-CHMINACA (Diao a
Huestis, 2019).

Nejpopularnéjsi distribuce SK je sprejovani téchto latek na inertni botanicky material
(napt. marihuanu, Salvéj, tabak), ptipadné jsou jejich roztoky uzity jako naplné do e-
cigaret (Forrester, et al., 2012). Distribuce a abtizus SK jsou usnadnény nedostatky
v legislativnich opatienich, a i v detekénich moZnostech, pokud jde o biologicky material

konzumentu.
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2.3 Endokanabinoidy a kanabinoidni receptory

Po objasnéni chemickych struktur jednotlivych konstituentd marihuany se védecky
zajem soustiedil na farmakologii kanabinoidl a jejich bunécné ptsobeni. Byly popsany
behaviordlni ucinky, neurochemie a neurofyziologie jednotlivych kanabinoidl, ale
o mechanismu jejich pusobeni na molekularni Grovni nebylo dlouho jasno. Prvni
spolehlivé potvrzeni specifického ptlisobeni kanabinoidi na receptory pfinesla
Howlettova skupina, kterda pii praci s bunkami neuroblastomu NI18TG2 zjistila, Ze
kanabinoidy inhibuji adenylatcykldzu jakozto druhého posla. Stereospecifita byla
potvrzena i pfi praci se syntetickymi enantiomery (-) HU-210 a (+) HU-210, kdy prvné
jmenovany inhiboval akumulaci cAMP (cykloadenosinmonofosfat) v buiice a aktivitu
adenylatcyklazy. Vyzkum vtomto sméru kulminoval objevenim specifickych
kanabinoidovych vazebnych mist v mozku, receptorti oznacovanych jako CB1 a CB2.

Standardnim protokolem pro objeveni nového receptorového agonisty je vytésnéni
znacené sondy (znamé latky s kanabimimetickou aktivitou) navazané na kanabinoidovy
receptor. Prvné byla vyvinuta sonda na bazi (-) HU-210, s podobnou strukturou THC a
s vysokou enantioselektivitou co se tyce farmakologie i vaznosti na CBI receptor
(Devane, et al., 1992a). Vhodna sonda vznikla enantioselektivni redukci dvojné vazby (-
) HU-210 tritiem a vznikem latky H3-HU-243, jejiZ neznacend forma vykazovala pfi
testech dostatecné velkou kanabimimetickou aktivitu, a kterou 1ze dokonce snaze vytésnit
z vazby na receptor nez piivodni latku (-) HU-210. V8echny rostlinné kanabinoidy jsou
v tucich rozpustné latky, a proto se ptedpokladalo, ze 1 endogenni konstituent bude mit
obdobné fyzikalné-chemické vlastnosti. Prase¢i mozky byly extrahovany organickymi
rozpoustédly a extrakty byly chromatograficky separovany podle standardnich protokolt
pro praci s lipidy. Ziskané frakce byly zkoumany z hlediska kanabinoidové aktivity,
v tomto ptipad¢ realizované jejich schopnosti vytésnit z vazby na receptor sondu H3-HU-
243. Nakonec byl izolovan jediny aktivni konstituent, pojmenovany anandamid (Devane,
et al., 1992b). Komplikovana izolace malého mnoZstvi labilni pfirodni latky z komplexni
matrice zpusobovala problémy s objasnénim struktury, jednak kvili interferujicim
pfibuznym latkdm, ale 1 mnozZstvi jinych stopovych latek napt. z laboratorniho plastu.
Potvrzeni struktury anandamidu bylo provedeno hmotnostni spektrometrii a magnetickou
nukledrni rezonanci. Po objeveni CB2 receptoru byl obdobny postup pro izolaci

endogennich ligandl aplikovén i na imunitni tkané (slezina, stfevo), coZ vedlo k objeveni
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dalSiho ligandu, jmenovité 2-arachidonoyl-glycerolu a o par let pozdé¢ji byl stejnou
skupinou objeven i tfeti ligand 2-arachidonyl glycerol ether, pojmenovany noladinether
(L. Hanus, et al., 2001). Ctvrtym objevenym endokanabinoidem se stal N-arachidonyl
ethanolamid, pojmenovany virodhamin (Porter, et al., 2002), (Obr. 2).

— — OH
CTTeT oo
anandamid 2-arachidonoyl glycerol
OH
J/\/ i
— — OH
° cooo
2-arachidonoyl glyceryl ether virodhamin

Obr. 2 Struktura endokanabinoida

Existence kanabinoidovych receptorti byla poprvé prokdzana Howlettem (Howlett, et
al., 2002). Naslednd charakterizace receptorii zmozku byla provedena
imunohistochemickymi a radioligandovymi metodami. V souc€asnosti jsou popsany dva
endokanabinoidové receptory s ohledem na jejich primarni strukturu, vazbu ligandi
a signaliza¢ni dréhy (Howlett, et al., 2002). Receptory CB1 a CB2 patii do superrodiny
heptahelikalnich receptorGi (obsahujici sedm hydrofobnich transmembranovych
segmentl spojenych intra a extracelularnimi smyckami), u kterych transdukci signalu
zprostiedkovdva protein, ktery véaze guanylnukleotid. Jsou negativné spojeny
s adenylcyklazou a pozitivné s MAP kinazou, snizuji produkci cAMP a v kone¢ném
efektu tedy hraji ulohu v regulaci uvolnéni neurotransmiterd. Jednou z funkci CB
receptorti v imunitnim systému je modulace uvoliiovani cytokinint. Aktivace CB1 a CB2
receptorti a T-lymfocyt kannabinoidy vede taktéz k inhibici adenylcyklazy a nésledné
k redukované odpovédi na imunitni podnét (Howlett a Mukhopadhyay, 2000). Receptory
CB1 byly popsany u mnoha Zivoc¢iSnych druhil, konkrétné clovéka, opice, prasete, psa,

krysy a mysi. Piivodné se mélo za to, Ze CB1 receptor je lokalizovan vyhradné v mozku,
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zatimco CB2 receptor v perifernich bunikdch a tkénich imunitniho systému (brzlik,
slezina, mandle, zirné bunky, bil¢ krvinky) (Ameri, 1999), avsak poté byl CB1 receptor
nalezen take v riznych perifernich tkdnich, napf. v kardiovaskularnim systému
nebo gastrointestinalnim traktu. Stejné tak CB2 receptor byl pozdéji objeven také v CNS,
konkrétné mikrogliovych bunkéch ¢i na neuronech (Ashton, et al., 2006; Szabo, et al.,
2001). CBI1 receptorova cDNA byla prvné izolovéana v roce 1990 z krysiho cerebralniho
kortexu za pouziti oligonukleotidové sondy odvozené od zndmého G-protein vazajiciho
receptoru (Matsuda, et al., 1990). Gen kodujici lidsky CB2 receptor byl naklonovan
vroce 1993. Lidské CB1 a CB2 receptory spolecné sdileji 44 % aminokyselinové
sekvence v ramci celého proteinu (Munro, et al., 1993). Distribuce CB1 receptorti byla
charakterizovana ve vztahu k behavioralnim efektim kanabinoidi (Tsou, et al., 1998).
Exprese CB1 receptori byla prokdzana v oblastech mozku kontrolujici mnozstvi
klicovych funkci, napt. naladu, motoriku, autonomni funkce, pamét a kognici. Studie
provedené elektronovou mikroskopii prokazaly, Ze CB1 receptory jsou lokalizovany
pfevazné na postsynaptickych vybézcich, ale byly nalezeny i na postsynaptickych ¢astech
a neurogliich. Vysokd hustota CB1 receptori byla nalezena v hippocampu, nucleu
accumbens, substantia nigra pars reticularis, paleostriatu a dale v oblastech, které jsou
soucasti modulace bolesti. Pravé vysoka hustota CB1 receptorti v hippokampu je davana
do souvislosti s i¢inkem kanabinoidli na kratkodobou pamét’ a kognici (Hohmann a
Herkenham, 1999). Vyskyt CB1 receptort v bazalnich gangliich a efekty kanabinoidt
tamtéz poukazuji na tlohu endokanabinoidi v motorickém naladéni. Toto koresponduje
s ndlezy, které poukazuji na poruchy exprese CB1 receptorti a jejich vaznost pfi
neurologickych onemocnénich extrapyramidového systému, napf. Parkinsonové a
Huntingtonové chorobé (Sanudo-Pena, et al., 1998). Jiné ¢asti mozku, napt. neokortex a
bazalni amygdala vykazuji stfedni hustotu CBI1 receptorti, zatimco thalamus nebo
mozkovy kmen malou hustotu. CB1 receptory hraji taktéz roli v regulaci pfijmu potravy,
akumulaci tuku a lipidovém a glukdézovém metabolismu. Alterace téchto funkci je
spojovana s hyperaktivitou pravé CBI1 receptorii jak v CNS, tak 1 v periferni oblasti
(adipocyty, jatra, gastrointestindlni trakt). Stimulace hypothalamickych CBI1 receptort
vede k jejich interakci s neuropeptidy regulujicimi homeostdzu, piijem potravy a
lipogenezi ve visceralnich tkdnich. Aktivita CB1 receptort roste se zvySujici se hladinou

leptinu uvolnéného z adipocyti (Cota, et al., 2003).
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Endokanabinoidy jsou uvoliiovany nikoliv konstantné v Case, ale v reakci na spoustéci
signal v pfipadech potfeby regulace homeostazy. Toto otevirda cestu k vyzkumu
fyziologické a patofyziologické tulohy endokanabinoidového systému, konkrétné
k hledani novych exogennich latek, které mohou modulovat jeho regulacni cesty. Nové
syntetizované substance s afinitou k endokanabinoidovym receptorim mohou fungovat
jako jejich agonisté nebo jako jejich antagonisté a branit tak v aktivité tomuto systému.
Agonisté endokanabinoidovych receptori nebo latky ovliviujici transport a
metabolismus endokanabinoidli maji potencial slouzit jako mozna hypnotika, analgetika,
antiemetika, antiepileptika, antiastmatika, antyhypertenziva, imunomodulatory,
neuroprotektivni a protizanétlivé latky, latky pro 1é¢bu glaukomu, spasticity a
pohybovych neurodegenerativnich poruch az po 1é¢bu poruch pfijmu (Grant a Cahn,

2005).

2.4 Farmakodynamika kanabinoidu

V organismu je ucinek biologicky aktivnich slozek konopi, tedy kanabinoidi,
zprostiedkovan jejich spojenim se specifickymi vazebnymi misty, kanabinoidnimi
receptory (viz. kapitola 2.3). Kanabinoidni receptory jsou sptfazeny s funkci G proteinu
tak, Ze jejich stimulace inhibuje adenylcyklazu a stimuluje mitogenem aktivovanou
proteinkinazu, coZz pfedevsim snizuje tvorbu cyklického adenosin monofosfatu a miize
regulovat 1 dal$si bunééné pochody, napf. ovliviiovanim funkci vapnikovych a
draslikovych kanali bunéénych membran. Builka vybavena témito receptory tedy
odpovida piislusnym efektem. Farmakologicka aktivita delta-9-THC je stereoselektivni,
pfi¢emz piirodni (-)-trans isomer je 6-100 krat u¢innéjsi neZ (+)-trans isomer v zavislosti
na druhu testu. Kanabinoidy pies kanabinoidni receptory interaguji s mnoha
neurotransmitery, mimo jiné s acetylcholinem, dopaminem, kyselinou gamma-
aminomaselnou, histaminem, serotoninem a prostaglandiny. Mnohé farmakologické
ucinky mohou byt vysvétleny na zéklad€ téchto interakci, napt. tachykardie a sucho
v ustech jsou zplsobeny uvolnénim acetylcholinu, zatimco pohybové a antispastické
efekty mohou byt pfipsany interakci s gabaergni a dopaminergni mediaci (Muller-Vahl,
et al., 2003).

Kanabidiol, hlavni nepsychotropni slozka marihuany ma protizanétlivé,

neuroprotektivni, antipsychotické, anxiolytické, antiepileptické ucinky. Molekularni
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mechanismus, kterym zptsobuje tyto efekty je zatim neznamy, ale efekty ziejmé nejsou
primarné zptisobeny interakci s kanabinoidovymi receptory. Pokud je kanabidiol podan
zaroven s THC, pozitivné moduluje nékteré jeho nezadouci ucinky jako naptiklad
tachykardii, psychozy a redukuje kognitivni deficit (Morgan, et al., 2010).

Az do soucasnosti nebyly popsany fatalni pfipady ve spojeni s piredavkovanim
marihuanou. Toto ziejme souvisi s tim, ze se kanabinoidové receptory témei nevyskytuji
v mozkovém kmeni, kde je lokalizovano dychaci a obéhové centrum. Uziti marihuany
vSak muze byt impulsem pro vznik infarktu myokardu. K tomuto efektu je vSak nutna
predispozice a u zdravych jedinct je toto nepravdépodobné. U lidi s riznymi srde¢nimi
chorobami muiize vSak ortostatickd hypotenze nebo nahlé zvysSeni srde¢niho rytmu
predstavovat vazné zdravotni riziko (Mittleman, et al., 2001).

V souhrnu Ize uvést, ze podani kanabinoidii mtize vyvolat tyto ucinky:

Psyché a vnimani: inava, euforie, dysforie, tizkost, a naopak zmirnéni uzkosti,
depersonalizace, zvySené senzorick¢é vnimani, halucinace, zmény ve vnimani casu,
zhorSeni psychotickych stavll a poruchy spanku

Kognice a psychomotorika: fragmentované mysleni, zvySena kreativita, porusena
pamét, nejista chlize, porucha koordinace pohybii-ataxie, slabost, zhorSeni motoriky.

Nervovy systém: analgesie (neuropaticka bolest), svalova relaxace, neuroprotekce pfi
ischemii a hypoxii.

Kardiovaskularni systém: tachykardie, zvySend srde¢ni aktivita, zvySeny srdecni
vydej, vazodilatace, ortostatickd hypotenze, inhibice krevniho sraZeni

Respiraéni systém: bronchodilatace, sucho v tstech a sniZzené slinéni

Gastrointestinalni trakt: zpomalené pohyby stiev, zpomalené vyprazdiovani
zaludku, zlepSuje nauseu, stimulace apetitu, antiemetické ptisobeni

Imunitni systém: ovlivnéni bunéné a humoralni imunity, imunostimulace,
protizanétlivé a antialergické ucinky

O¢i: snizeni nitroo¢niho tlaku, zarudnuti o¢i, redukce slzeni

Akutni G€inky kanabinoidl ovliviiujici behavioralni a kognitivni schopnosti ¢lovéka
jsou v poptedi védeckého zajmu z hlediska praktickych dopadt na zptsobilost k vykonu
povolani, zejména ve vztahu k bezpecnosti fizeni motorovych vozidel. Experimentalni

studie ukézaly, Ze jedna davka THC v rozmezi 40 - 300 pg/kg zplsobuje pokles
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vykonnosti pfi riznych laboratornich testech zaméfenych zejména na soustiedénost,
reak¢ni Cas, motorické funkce, pamét’ (Ramaekers, et al., 2009). Tato zjisténi plati pro
ptilezitostné uzivatele konopnych drog, avSak u chronickych uzivateld dochazi
k védomému potlaceni nekterych akutnich projevl v diisledku vyvoje tolerance, piesto
vSak neuroadaptace neni uplna. Chroni¢ti uzivatelé vykazuji horSi kognitivni
charakteristiky v abstinen¢ni fazi nez kontrolni skupiny pfilezitostnych uzivatelti. Pii
dostatecné dlouhé abstinencni fazi se vSak kognitivni vykonnost vraci k normalu.
Vyjimku tvofi chronicti uzivatelé s poc¢atkem abuzu v adolescenci, kdy je ovlivnéni
dlouhodobé¢ a konzumace u nedospélych jedincti mlize mit dalSi nezddouci ucinky

(Schwope, et al., 2012).

2.4.1 Farmakodynamické interakce mezi THC a CBD

Konopi s vysokym obsahem THC je divodem vzniku psychotickych symptomu
u citlivych jedinct uzivajicich tuto drogu. CBD je povazovan za neintoxikujici latku,
avsSak je taktéz psychoaktivni a mize indukovat alteraci mozkovych funkci, avSak
protichiidné€ oproti plisobeni THC a ma i1 neuroprotektivni a antipsychotické vlastnosti
(Broyd, et al., 2016). VedlejSim produktem Slechténi odriid konopi s vysokym obsahem
THC bylo snizeni obsahu CBD v téchto rostlinach na minimum. Bylo postulovéno, ze
tento minimalni obsah CBD je diivodem pro ¢astéjsi prevalenci psychdz a vyraznych
kognitivnich deficitd, a je tedy rizikem pro uzivatele tohoto druhu konopi (Demirakca, et
al., 2011). Vtomto ohledu je uzivatelim doporuovano uzivat naopak konopi
s vyvazenym obsahem obou kanabinoidi, zejména s ohledem na redukci akutnich rizik.

V mnoha studiich, jak na lidech, tak na zvifatech, bylo ilustrovano, ze CBD muze
zmirnovat nékteré vedlejsi u€inky THC. V kohorté¢ béZznych uZzivatelh konopi byla
zjiSténa vyssi mira kognitivnich vykont (napf. zlepSeni paméti) a méné psychotickych
symptoml s rostouci koncentraci CBD ve vzorcich marihuany. V kontrolovanych
studiich bylo prokazano, ze peroralni podani CBD pfed naslednou intravendzni aplikaci
THC vedlo opét k redukei miry kognitivniho ovlivnéni a paranoi, a dale simultanni infuze
THC a CBD snizovala izkost a paranoiu spojovanou s uzitim samotného THC (Englund,
et al., 2017). Spole¢né podani THC a CBD (3 mg kazdé latky denn€) po dobu tii tydni
vedlo u adolescentnich mysi k blokaci rozvoje kognitivniho a behaviordlniho ovlivnéni,

oc¢ekavaného od podani samotného THC. V oteviené klinické studii s dlouhodobym
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podavanim CBD lidem (200 mg denn¢) po dobu 10 dni doSlo ke =zlepSeni
psychologického stavu a kognice u dlouhodobych uzivateli konopi (Grotenhermen,
2003; Guimaraes, et al., 1990).

Zatimco se mnoho studii zaméfilo na studium CBD ve vztahu ke snizeni vedlejSich
ucinkii konopi, existuji i studie, které naopak poukazuji na fakt, ze CBD miize 1
potencovat ucinky THC. Stfedni a vysoké davky CBD (10 a 50 mg/kg) zhorSovaly ucinky
malé davky THC (1 mg/kg) na aktivitu, orientaci a hypertermii u mysi (Hayakawa, et al.,
2008). V jiné studii bylo podani CBD pied THC spojovano s naristem hmotnosti a
uzkosti, a zaroven se snizenim lokomoce u potkant v priabéhu jednadvacetidenniho
experimentu, kdy bylo CBD podéavano 20 minut pfed intraven6zni aplikaci THC. Pfi
studiu anxiety u potkanii bylo dokumentovéano, ze malé davky CBD (2,5 az 10 mg/kg),
nikoliv vSak vyssi uzkost snizovaly (Jones a Pertwee, 1972).

Interakce mezi THC a CBD jsou tedy velmi komplexni a schopnost CBD blokovat
nebo potencovat u¢inky THC je vysvétlovana fadou moznych mechanismi, zejména na
urovni endokanabinoidniho systému (Arnold, et al., 2012). Stejné tak rozdilné efekty
CBD jsou zavislé na davce, poméru THC a CBD, zpiisobu a na¢asovanim podani (CBD
pred THC nebo spolu s THC), avSak definitivni zavéry jsou stile v nedohlednu.
Piikladem muzZe byt studie, ve které pii pulmondlni koadministraci THC a CBD doslo
k nartistu anxiety, vzhledem k aplikaci jednotlivych kanabinoidi, a naopak pfi peroralni
podani THC a CBD doslo k poklesu tizkosti, a to navzdory faktu, Ze po peroralnim podani
bylo dosazeno vysSich sérovych koncentraci THC oproti podani samotného THC

(Hlozek, et al., 2017).
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2.5 Farmakokinetika a metabolismus kanabinoidu

Farmakokinetika kanabinoidi je zavisla na zptisobu a frekvenci podéani riiznych forem
konopné drogy. Lipofilni charakter kanabinoida pfedurcuje jejich distribuci v téle a pfi
chronickych davkéach zplsobuje jejich akumulaci v tucich s pozvolnym zpétnym
uvoliovanim do krevniho ob&hu.

Koufeni je nejbéznejsim zpltisobem aplikace konopné drogy, pii némz dochazi
k rychlému ptechodu drogy z plic do krve a néasledné do mozku. Biologicka dostupnost
po koufeni je uvadéna v Sirokém rozmezi mezi 2 - 56 % z diivodu variabilni techniky
koufeni, coz ptispiva k nejasnostem ohledné ptijaté davky (Agurell, et al., 1986; Ohlsson,
et al., 1986). Pocet §lukt, jejich trvani a prodleva mezi Sluky, stejné¢ jako objem
vdechovaného koutfe se zna¢né podili na individualni variabilit¢ farmakokinetiky.
Kontinualni pumpa odebirajici krev rychlosti 5 ml/min umoznila sledovat rychlou
kinetiku THC v absorpéni fazi stejné tak jako tvorbu 11-OH-THC a THCOOH béhem
kouteni (Huestis, et al., 1992). Dispozice a metabolismus THC a metabolitl byly
sledovany v délce sedmi dnti po aplikaci marihuanovych cigaret ve dvou variantach sily
(1,75 a 3,55 %, tj. 16 a 34 mg THC). Primérné koncentrace THC v plazmé dosahovaly
hodnot 7,0 = 8,1 ng/ml (n =7) anebo 18,1 + 12,0 ng/ml (n = 7) po jednom potahnuti vyse
uvedenych marihuanovych cigaret a byly doprovazeny okamzitym nastupem
psychotropnich ucinkd. Vrcholové koncentrace v séru dosahovaly primérnych hodnot
84,3 ng/ml (rozmezi 50 — 129 ng/ml) a 162,2 ng/ml (rozmezi 76 - 267 ng/ml). V jiném
experimentu byly naméfeny maximalni primérné koncentrace ve vzorcich séra
odebranych po dokouieni THC cigaret obsahujicich 1,32, 1,97 a 2,54 % THC a
dosahovaly hodnot 94,3 107,4 a 155,1 ng/ml. Koufeni je preferovanou cestou vétSiny
uzivatel marihuany pro rapidni ndstup ucinkd je$t€¢ v pribchu koufeni a moznosti
davkovat mnozstvi piijaté drogy v zavislosti na subjektivnich pocitech v prabéhu
aplikace, coz napf. v pfipadé€ peroralniho podani neni dost dobie moZzné a nastup uc¢inku
je zpozdén v fadu hodin.

Pokud je THC podano v peroralni formé, absorpce je pomalejsi v zavislosti na obsahu
zaludku a dosahované plazmatické koncentrace THC jsou nizs$i (Law, et al., 1984).
K urceni perordlni biodostupnosti byl proveden experiment s ddvkou THC obsazené

v tzv. cookies (20 mg THC) a zjiSténé biodostupnost byla v rozmezi 4 - 20 %.
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Byly zkoumany i dal$i moznosti administrace kanabinoidl jako oromukosonalni nebo
sublingvalni, inhalace za vyuziti vaporizéru ¢i rektdlni administrace. Firma GW
Pharmaceuticals uvedla na trh extrakt z rostlin konopi Sativex se standardizovanym
zastoupenim THC a CBD, a i jinych kanabinoidi pro jejich moznou komplexni G€innost.
Sativex je aplikovan ve formé spreje do dutiny ustni. Dale bylo zkousSeno nékolik
¢ipkovych ptipravkil na opicich z hlediska studia biodostupnosti a redukce first - pass
efektu, pricemz hemisukcinat-THC poskytoval nejvyssi biodostupnost tj. 13,5 %.
Hemisukcinat-THC byl testovan z hlediska biodostupnosti spoleéné s firemnim
Marinolem (10 mg THC v jedné kapsli, Solvay Pharmaceuticals, Inc.) u pacienta
s indikaci 1écby spasticity. Koncentrace THC v plazmé po uziti Marinolu kulminovaly
v rozmezi 1-8 hodiny v koncentraénim rozsahu 2,1 - 16,9 ng/ml, zatimco po rektalni
administraci THC-hemisukcindtu 2,5 - 5 mg dosSlo ke kulminaci béhem 2-8 hodin
v koncentra¢nim rozsahu 1,1 - 4,1 ng/ml. Biodostupnost byla po rektalnim podani zhruba
dvakrét vyssi nez po peroralnim podani z diivodu vyssi absorpce a nizsiho first - pass
metabolismu. Dal§i moZnosti, jak se vyhnout rychlému jaternimu metabolismu je
transdermalni aplikace. Léciva prochazi kiizi na zakladé Fickova zakona prostou difuzi.
Zalezi tedy na rozpustnosti latky ve vode a zaroven na jejim rozdélovacim koeficinetu
mezi vodou a oktanolem (tedy jeji hydrofobnosti ¢i hydrofilnosti), dale na koncentraci
latky a ploSe klize vystavené latce. Dle pokusli na guinejskych veptich po aplikaci
dermalnich néplasti s obsahem THC bylo dosaZeno rovnovazného stavu koncentrace 4,4
ng/ml THC v plazmé po 1,4 hodiné po aplikaci a tato hladina byla udrzovéna po dobu 48
hodin. V tomto experimentu bylo také pozorovano, Ze se v plazmé vyskytuje vysoké
mnozstvi metabolith THC (Valiveti, et al., 2004). Dalsi vyzkum sméfuje k vyuZziti
ethanolu jako nosice THC pro zvyseni absorpce kizi. Kanabinoidové néplasti by byly pro
uzivatele mnohem pohodInéjsi vzhledem k ostatnim formam davkovéni a neexistenci
protrahovanych peroralnich forem THC. Intravendzni aplikace kanabinoidi je zajimava
predevsim z hlediska vyzkumu. Intravendzni aplikace byla vyuzita k vyzkumu moZnosti
asociace kanabinoidil a psych6z (D'Souza, et al., 2004). Ve studii byl sledovan vliv THC
po dvou riiznych davkach (2,5 a 5 mg i. v.) na behavioralni, kognitivni a endokrinni efekty
u zdravych dobrovolniki. Koncentrace THC v séru po 10 minutach dosahovaly hodnot
v rozmezi 119,2 + 82,0 ng/ml po davce 2,5 mg a 166,5 £ 87,4 po davce 5 mg. Koncentrace
metabolitu THCOOH dosahovaly hodnot v rozmezi 43,8 + 26,1 anebo 81,9 + 47,0 ng/ml.

-33-



Nekteti z ucastnikli ze studie odstoupili pro akutni paranoiu, paniku, hypotenzi a jiné.
Déavka THC produkovala v rtizné mite piiznaky schizofrenie, stejn¢ jako nestandardni

vzorce chovani a kognitivni deficit.

2.5.1 Dispozice a metabolismus

Koncentrace THC v plazmé ¢i séru jest¢ pred ukoncenim koufeni rychle klesaji
z diivodu masivni distribuce do tkani a intenzivniho metabolismu v jatrech plisobenim
enzyml cytochromu P450. THC je vysoce lipofilni a vstupuje zpocatku predevsim
do dobfe prokrvenych tkani jako jsou plice, srdce, mozek a jatra. Pfi pokusech na
zvitatech s intravendzni aplikaci radioaktivné znaceného THC byla nejvyssi radioaktivita
zjisténa v plicich. Distribuéni studie THC jsou dulezité pro pochopeni vztahu mezi
davkou a ptipadnym behaviordlnim nebo psychotickym ucinkem. Po intramuskulérni
aplikaci delta-8-THC znaceného '*C mysim byla maximalni hladina radioaktivity
v mozku dosazena po 2 - 4 hodinéch a ptedstavovala 0,06 % aplikované davky. THC se
preferenéné ukladd v tukovych buikach po opakovanych podanich, coz kontrastuje
s relativné malym zastoupenim v mozku (Nahas, et al., 2002). Pomér koncentraci mezi
tukem a mozkovou tkani byl pfiblizn€ 21:1 po sedmidennim i. v. opakovaném podavani
THC a az v poméru 64:1 po trojnasobné davkovaci periodé (Kreuz a Axelrod, 1973). Jini
autofi dosli k zavéru svych experimentalnich studii, Ze mozek zadrzuje po administraci
THC méné nez 1 % z podané latky. S dlouhotrvajici expozici se THC koncentruje
v tukovych tkanich, kde lze predpokladat konjugaci THC a jeho metaboliti s mastnymi
kyselinami, coz mize prispivat k vétsi stabilité a retenci latky po mnoho dni
(Grotenhermen, 2003).

V jiné kontrolované distribucni studii bylo jako pokusné zvite zvoleno prase z divodu
pfedpokladaného  blizkého metabolismu s Clovékem, vcetné podobnych
biotransformacnich enzyml a izoenzymtl, a také pro podobnou vahu, vyzivové
preference, traveni, funkéné podobné ledviny a krevni obéh (Brunet, et al., 2006). Po
intrajugularni aplikaci 200 mg/kg THC byla pozorovana farmakokinetika a distribuce
obdobna jako u lidi. Studie zahrnovala osm prasat, kterd byla usmrcena v ¢asech 30 min.,
2, 6, 24 hodin po aplikaci. Vysoké koncentrace THC byly pozorovany v plicich,
ledvinach, jatrech, srdci a mozku. Po 30 minutach byla naméfena dvojnasobna

koncentrace v mozku oproti krvi, s rychlejSim poklesem v krvi oproti mozku v celém
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sledovaném obdobi, a tedy penetrace THC do mozkové tkané€ je vice akcentovano nez
v ptipad¢ mysi. Stejné tak byly vysoké koncentrace THC zaznamenany v tukové tkani, a
to 1 v ¢ase 24 h po davce po usmrceni zvifete. Této tkanové retenci THC je stejné jako
v predchozi studii (Mura, et al., 2005) pricitina dlouhd doba latence ucinki THC.
Distribu¢ni objem THC u €lovéka je zhruba 10 I/kg, THC je z 95 - 99 % véazéano na krevni
bilkoviny, pfedevsim lipoproteiny plazmy (Kelly a Jones, 1992).

Ve studii z roku 1972 byl prvné popsan metabolismus THC u kralikl a opic, kde jako
hlavni metabolity byly identifikovany 11-OH-THC a THCOOH. Extenzivni
metabolismus byl potvrzen i u dalSich pokusnych zvifat véetné mysi, krys a prasat
s riznymi mezidruhovymi odchylkami. Nesyntetické reakce I. faze biotransformace THC
zahrnuji allylové a alkylové hydroxylace, oxidace alkoholi na ketony, aldehydy a
kyseliny a degradaci pentylového fetézce. Konjugace s glukuronovou kyselinou je
dominantni reakce II. faze biotransformace za vzniku syntetickych metaboliti. Oxidace
THC na uhliku v poloze 9 enzymovym komplexem jaterniho cytochromu CYP 450 vede
k produkci ekvipotentniho metabolitu 11-OH-THC, ktery byl piivodné povazovan za
puvodni psychoaktivni latku v marihuan¢é. Dosud bylo identifikovano vice nez sto
riznych metabolitti u ¢loveka, napt. di - a trihydroxymetabolity, ketony, aldehydy a rizné
karboxylové kyseliny (Matsunaga, et al., 1995). Vedle hlavniho oxida¢niho metabolitu
11-OH-THC vzniké 1 znacné mnozstvi 8-beta a §-alfa-OH-THC. Jak jiz bylo zminéno
diive, po peroralnim podéni jsou hladiny THC a 11-OH-THC téméf vyrovnané diky first
- pass efektu, po inhalaci je pomér 90:10 ve prospéch THC. Dihydroxylaci THC vznika
8-beta-11-di-OH-THC. V hydrolyzované lidské moci byl tento metabolit monitorovan,
jeho hladiny klesaly pod méfitelné hodnoty po 22 hodinach po vykouteni 2,64 %
marihuanové cigarety. Dle autori hodnoty tohoto metabolitu nad 15 - 20 ng/ml indikuji
uziti posledni davky pred 4 — 6 h, coZ miize tedy slouzit jako biomarker neddvného uziti.
Oxidaci psychoaktivniho 11-OH-THC vznika neaktivni metabolit THCOOH (Obr. 3).
THCOOH a jeji konjugét s kyselinou glukuronovou jsou koneénymi metabolity u vétSiny
zivoc¢iSnych druhti véetné Clovéka. Koncentrace THCOOH v plazmé pievySuji hladiny
THC za 30 - 45 min po inhalaéni aplikaci a po peroralni aplikaci jiZ po 1 hodin¢ (Mason
a McBay, 1985). Tvorba glukosiduronatt THCOOH v druhé f4zi biotransformace neni
jedinou konjugacni reakci, v mensi mife dochéazi ke konjugaci s glutathionem, k reakci

s aminokyselinami a s mastnymi kyselinami. Mistem dal$i biotransformace struktury
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muze byt 1 pfitomna fenolickd skupina, avSak je obtizné stéricky dostupna. Tvorbou
glukosiduronatli dochazi ke zvyseni polarity metaboliti a podpofe eliminace latky
z organismu. Po pocate¢ni distribucni fazi je limitujicim faktorem v metabolismu THC
jeho zpétné uvoliovani z tkani a tukovych depot zpét do krve. K metabolismu THC
dochazi 1 mimo jatra. Z deseti savCich tfid CYP 450 systémi, tfidy 1-4 primarné
metabolizuji xenobiotika a nachazeji se v jatrech, tenkém strevé, kostni dfeni a minoritné
1 vmozku a ledvindch a slinnych zldzach (Krishna a Klotz, 1994). U ¢lovéka nebyly
dosud pozorovany vyznamné rozdily v metabolismu THC mezi pohlavimi.
Metabolismus CBD je podobny metabolismu THC, primarn¢ dochazi k oxidaci uhliku
v poloze devét na alkohol a karboxylovou kyselinu, stejné¢ tak dochdzi k oxidaci
v postrannim fetezci (Harvey a Mechoulam, 1990). Stejné jako THC podléha first - pass
efektu po peroralnim podani, avSak na rozdil od THC je podstatnd ¢ast vyloucena

nezménéna stolici.

A%-tetrahydrokannabinol 11-hydroxy-A°-tetrahydrokannabinol 11-nor-9-carboxy-A°-tetrahydrokannabinol

Obr. 3 Schéma biotransformace THC v prvni fazi metabolismu.

2.5.2 Eliminace

Po jednorazové inhalacni aplikaci je 80 - 90 % resorbované davky THC vylouceno
z organismu do péti dni, predevsim ve formé hydroxy - a karboxymetaboliti. Vice nez
65 % je vylouceno stolici, kolem 20 % je vylouc¢eno moci (Wall, et al., 1983). V moci je
vice metaboliti kyselé povahy, hlavnim metabolitem je THCOOH vylucovany jako
glukosiduronat, zatimco ve stolici pievazuje 11-OH-THC (Williams a Moffat, 1980).

Deponovani THC ve tkanich a pomalé zpétné uvoliovani do krve ovlivituje eliminaci
THC z krve. U pfilezitostnych kutdka piiblizn€ po 4 - 6 hodinach po dokonc¢eni kouteni
THC plazmaticka koncentrace klesa k mezim detekce citlivé analytické metody.

U chronickych kutéki je plazmaticky terminalni polo¢as mnohem delsi a jeho urceni

vyzaduje mnohem del$i monitorovaci interval a citlivou analytickou metodu.
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Experimentalni hodnoty poloc¢ast byvaji podhodnoceny, pokud je monitorovaci interval
nedostatecny. Vysoké davky u chronikt a dlouhodobé monitorovani plazmatickych THC
koncentraci vedou k vysokym hodnotam polo¢astt THC (Johansson, et al., 1989).

V kontrolované studii s chronickymi uzivateli byla hodnota elimina¢niho polocasu
THC v plazmé stanovena jako 12,6 dni, jestlize bylo experimentalni monitorovani hladin
zajisténo po dobu 4 tydni po davce (Johansson a Halldin, 1989). THCOOH koncentrace
v moc¢i byvaji vysoké a po ddvce mohou byt monitorovany pomérné dlouho. Individudlni
variabilita je dana fyzickou konstituci, frekvenci davek. U chronickych uzivateli
dodrZzenim dostatecného odbérového obdobi byl stanoven 1 polo¢as THCOOH v moci a

to 3 - 4 dny (v monitorovacim rozmezi 0,8 - 9,8 dne) (Johansson, et al., 1989).

2.5.3 Farmakokinetické interakce THC a CBD s dopady na ucinky

V piipad€ farmakodynamickych hodnoceni interakci mezi THC a CBD je tieba vzit
vpotaz i farmakokinetiku téchto dvou latek. Pozorované interakce (pfedevSim
v experimentech na hlodavcich) zavisi predevsim na nac¢asovani podani CBD, tedy zda
se podava v pfedstihu, anebo soucasné¢ s THC (Zuardi, et al., 2012). V nékterych
ptipadech, kdyZ je CBD podéno 30 minut (ale az do 24 hodin) pfed THC mySim ¢i
potkaniim, je pozorovana potenciace ucinktt THC, zatimco pfi souc¢asném podani je
v popiedi snizeni az blokace u¢inki THC (Todd, et al., 2017). Na druhou stranu
v podobném experimentalnim uspofadani nebylo u opic pozorovano umocnéni Uc¢inkt
THC bez ohledu na naasovani podani. V ptipadé potenciace u¢inkli muze byt
vysvétlenim alterace farmakokinetiky THC pfedchozim podanim CBD, jelikoz CBD je
znamym inhibitorem metabolismu THC na cytochromu P450, a tim dochéazi k nartistu
koncentraci THC v organismu, jak bylo mnohokrat reportovano (Bornheim, et al., 1995)
(Bornheim a Correia, 1989). V ptipadech peroralni koadministrace obou latek (CBD 5,4
mg a THC 10 mg) lidem nebyla sledovdna zména koncentraci THC v porovnéni
s podanim samotného THC (Nadulski, et al., 2005). V jiné studii byly srovnavany hladiny
THC v séru u lidskych dobrovolniku jednak po peroralni podani THC se sérovymi
hladinami THC po oromucosonalni aplikaci THC a CBD v poméru 1:1, pficemZ mezi
podanimi ve smyslu alterace farmakokinetiky zptisobené CBD nebyl zji§tén statisticky
vyznamny rozdil (Karschner, et al., 2009a). Cilem téchto praci bylo dokumentovat, ze

soucasné podani obou latek nezplisobuje minimaln¢ u lidi alterace farmakokinetiky THC,
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a tedy podavani preparati s vyvazenym slozenim THC a CBD nebude timto
mechanismem potencovat ucinky THC. Na druhou stranu u potkanti zpisobila
koadministrace intravendézni THC a CBD skoro dvojnasobny nartst koncentraci THC
v porovnani s podanim samotného THC (Klein, et al., 2011), v jiné studii opét na
potkanech bylo toto dokumentovano po peroralni a subkutanni aplikaci, nikoliv vSak po
pulmonalni (Hlozek, et al., 2017). Stejn¢ jako v ptipadech pozorovanych rozdilnych
farmakodynamickych efekti po spolecném podani THC a CBD, je i v pfipadé

farmakokinetickych experimentl generalizace vysledku stale obtizna.

2.6 Detekce a stanoveni kanabinoidu v biologickych

matricich

V ptipadé kanabinoidil je doba detekce v biologickém vzorku po posledni davce silné
ovlivnéna frekvenci konzumace konopnych drog, jejich tendenci vytvaret depa v tucich
a postupné se zpétn¢ vyplavovat do krevniho fecisté. Neméné dilezita je citlivost pouzité
metody. U pfilezitostnych uzivatell je detekce a stanoveni psychoaktivni latky — THC
v krevnim vzorku uzitecnd k posouzeni stavu akutni intoxikace, zatimco detekce
metabolitu  THCOOH ve vzorkumoce je vhodnd k monitorovani abstinence C¢i
konzumace. V neonatologii se nékdy vyuziva k retrospektivnimu monitorovani
abstinence ¢i pritkkazu ablizu v pribéhu téhotenstvi novorozeneckd smolka (meconium).
K podobnym uceltim lze vyuZit i analyzu kanabinoidl ve vlasech matky ¢i ditéte (Moore,
et al., 1998; Staub, 1999). V terénnich situacich, napt. pii dopravnich kontrolach
v silnicnim provozu, je mozné vyuzit tzv. ,on site testing”“ a pomoci rychlych
orientacnich 1munochemickych testi ve slinach ovéfovat ptfitomnost nékterych
navykovych latek, a tedy i kanabinoidt. Casovy profil kanabinoidt ve slinich zhruba
odpovida casovému profilu kanabinoidii v krvi. Pfestup kanabinoidii z krve do slin
ovliviiuje fada faktora a absolutni hodnoty jednotlivych kanabinoidi mohou byt proti krvi
mnohem niz§i (Concheiro, et al., 2013; Laloup, et al., 2005). Vyhodou testl ve slinach je
vSak neinvazivnost odbéru slin, a to 1 na vefejnosti a moznost pohodIlného odbéru pod
dohledem zabranujicim manipulaci se vzorkem, tedy falSovani autenticity vzorku.

Moderni analytické metody pro specifickou stopovou analyzu kanabinoid
v biologickych vzorcich jsou zaloZeny na principu chromatografickych metod v tandemu

s hmotnostni spektrometrii, tj. kombinace plynové chromatografie s hmotnostni
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spektrometrii (GC-MS) nebo kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-
MS) (Lacroix a Saussereau, 2012; Manno, et al., 2001).

V ptipadé stopovych analyz pomoci GC-MS je nutné biologické vzorky pted vlastni
analyzou upravit pomoci riznych extrakénich metod. Plynova chromatografie (GC) je
vhodna pro latky termostabilni, které 1ze za definovanych podminek prevést kvantitativné
do plynné faze. Pro lepsi chromatografické chovani a pro zvySeni tékavosti lze
nizkomolekularni poléarni latky upravit na jejich nepolarni derivaty vhodnou chemickou
reakci zvanou derivatizace. V soucasnosti existuje mnoho derivatizacnich technik pro
GC, nejrozsifené]si z nich jsou: silylace, acetylace, alkylace a esterifikace (Milman, et al.,
2010). Aplikace kapalinové chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (LC-
MS) v toxikologickych analyzéach je novéjsi a ve srovnani s GC-MS technologii mé své
prednosti 1 omezeni, jejichz detailni popis je mimo rdmec této prace. Kapalinova
chromatografie nema problém s termostabilitou a polaritou latek, je méné omezena
velikosti molekul, ma ovsem ponékud nizsi separacni t¢innost a hmotnostni spektra vice
zavisi na typu pfistroje, z n€hoZz pochazi. Velkou ptednosti LC je moZnost analyzy vzorku
jiz po jednoduché extrakci vzorku ¢i po pripadném prostém rozpusténi vzorku (napf.
moce) v mobilni fazi. Tim odpadd nutnost mnohdy Casové narocné a slozité ptipravy
vzorku, jako tomu je u plynové chromatografie. Dal§im nezanedbatelnym benefitem LC
jsou kratsi ¢asy jednotlivych analyz ve srovnani s GC, umoznujici efektivngjsi vyuZiti
pristroje. Naopak casto diskutovanym problémem u kapalinové chromatografie jsou
matriéni efekty. Jde o interference balastnich, endogennich a jinych latek pfitomnych
v biologickém vzorku, které mohou modifikovat odezvu analytu a vést k deformaci
spekter zt€Zujici spravnou identifikaci analytu a hodnoceni jeho koncentrace. Pokud jde
o analyzu kanabinoidii v moc¢i, pozornost je zaméfena zejména na finalni metabolit
THCOOH, ktery se do moce vylucuje volny 1 konjugovany piedevSim s kyselinou
glukuronovou (Niedbala, et al., 2001). Glukosiduronové konjugaty (glukuronidy ¢i
glukosiduronaty) jsou vSak pro pifimou analyzu na GC-MS nevhodné, aglykony musi byt
pfedtim uvolnény hydrolyzou pomoci alkalie ¢i enzymu. V piipadé¢ LC-MS je moZna
jednoduché simultdnni analyza volnych 1 konjugovanych metabolitl vedle parentnich

forem (Schwope, et al., 2012).
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2.7 Extrakce fytokanabinoidl z rostlinného materialu

Extrakce biologicky aktivnich latek (napt. sekundarnich metabolitl) z rostlinného
materidlu je dulezitou soucasti at’ jiz ziskavani latek slozitych na syntézu, piipadné pro
zjisténi obsaht latek pfi vyuziti rostlinného materialu jako nutraceutika nebo terapeutika
(Casas, et al., 2009). V principu je proces extrakce pfechodem jedné slozky fazovym
rozhranim mezi dvéma vzijemné nemisitelnymi kapalinami, poptipadé¢ prechodem
slozky zjedné faze (plynna, kapalnd, pevna) do jiné. Extrakéni proces by mél byt
kvantitativni a reprezentativni s ohledem na analyzované slozky, a zaroven rychly,
jednoduchy a nendkladny. Z klasickych metod se pro extrakce biologicky aktivnich latek
nejcastéji vyuziva macerace a Soxhletova extrakce (Azmir, et al., 2013). Mezi pouzivana
rozpoustédla pro extrakci fytokanabinoidi z rostlinnych material patfi methanol,
ethanol, ethylacetat, chloroform ¢i hexan. VSeobecny trend vyvoje extrakénich metod je
fizen snahou nahradit zdlouhavé postupy s vyuzitim velkych objemtl rozpoustédel
modernimi extrak¢nimi technikami, mezi které fadime zejména mikrovinnou extrakci
(microwave assisted extraction), extrakci organickym rozpoustédlem za zvysSené teploty
a tlaku (pressurized fluid extraction, accelerated solvent extraction), extrakci kapalnou
horkou vodou za zvySeného tlaku (pressurized hot water extraction) nebo extrakci pomoci
ultrazvuku (ultrasound assisted extraction) (Kaufmann a Christen, 2002) (Azmir, et al.,
2013).

THC a ostatni kanabinoidy jsou v rostlinném materidlu pfitomny predevs§im ve formé
karboxylovanych homologt téchto latek, které vSak snadno dekarboxyluji za vysSich
teplot. Pro extrakci téchto kyselin (spole¢né s aktivnimi latkami) je tedy tfeba provadét
extrakce za laboratornich teplot a naopak, v pfipadé extrakci kanabinoidli pro napf.
medicinalni G¢ely/extrakty je vhodné provadet extrakei za vysSsich teplot, ve vysledném
extraktu jsou tedy kanabinoidy pouze v aktivni formé (Reekie, et al., 2018). Piikladem
muze byt Soxhletova extrakce, ktera je vSak vzhledem k vysoké spotieb¢ rozpoustédel a
Casové narocnosti spiSe obsoletni. S uspéchem lze provadét dekarboxylaci pfimo
v rostlinném materialu pted vlastni extrakci, tj. suSenim za teplot vyssich nez 100 °C (L.
O. Hanus, et al., 2016b).

Vyzkum, vyvoj a pfiprava novych netoxickych rozpoustédel, nejlépe na bazi latek
z obnovitelnych zdroja, je v soucasnosti trendem pro naplnéni cili zelené chemie, jelikoz

tradiéni organickd rozpoustédla ptedstavuji vyznamny podil toxickych odpadi
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v chemickém primyslu, ktera vyznamné piispivaji k enviromentalnimu znecisténi.
V tomto ohledu bylo prezentovano nové médium s vysokym aplika¢nim potencidlem —
tzv. deep eutectic solvents (DES). Koncept deep eutectic solvents byl poprvé popsan
v roce 2003 a sice, pii zahfivani smési pevnych latek s vysokymi body tani (mocovina a
cholin chlorid) doslo ke vzniku kapaliny eutektické v Sirokém teplotnim intervalu
(Abbott, et al., 2003). Principem tohoto efektu je vznik novych vodikovych vazeb mezi
jednotlivymi komponentami (tzv. hydrogen bond donors; HBD a hydrogen bond
acceptors; HBA), coz vede ke snizeni bodu tani vysledné smési. V piipad€, ze jsou
vychozimi latkami pro pfipravu DES sekundarni metabolity nebo jiné pfirodni latky,
napt. cukry, alkoholy, aminokyseliny a pfirodni organické kyseliny, byl zaveden termin
natural deep eutectic solvents (NADES) (Dai, et al., 2013).

Vyhodou pii ptipravé DES je tedy nepieberné mnozstvi vychozich latek a jejich
riznych kombinaci, ¢imz lze docilit piipravy DES cilené na miru jejich specifickému
vyuziti (Jeong, et al., 2017). V souc€asnosti je nejbéZnéjsi metodou jejich piipravy michani
dvou a vice vychozich latek v pfisluSném molarnim poméru za konstantni teploty 80 °C
za vzniku homogenni kapaliny (van Osch, et al., 2015). Vychozi komponenty lze i piedem
rozpustit ve vodé a za konstantni teploty odpafovat na rota¢ni odparce a vyslednou
kapalinu nasledné vysouset v exsikatoru. Fyzikalné-chemické vlastnosti a potvrzeni
struktury vzniklych DES se provadi napi. pomoci infracervené spektroskopie
s Fourierovou transformaci, NMR nebo diferencidlni skenovaci kalorimetrie (Liu, et al.,
2018) .

Vzhledem k povaze vychozich komponent se DES déli na hydrofilni (tj. sloZzené
z polarnich latek) a hydrofobni (pfevazuje ptispévek nepolarni komponenty). V ptipadé
hydrofilnich DES Ize jejich vlastnosti (viskozita, vodivost, hustota) do jist¢é miry
modifikovat piidavkem vody (5 - 20 %, v/v), kdy jest¢ nedochazi k naruSeni
supramolekuldrni struktury DES, tedy k rozruseni vodikovych vazeb (Liu, et al., 2018)
(Dai, et al., 2013).

Diky jejich unikatnim vlastnostem je vyuZiti DES studovano v mnoha chemickych
oblastech, od pouziti téchto rozpoustédel v organické syntéze, elektrochemii ¢i pfi vyvoji
novych materidll (Liu, et al., 2018). Avsak aplikace raznych DES pro extrakéni tcely je
v soucasnosti hybnou silou jejich vyzkumu a vyvoje, nejen z pohledu analytické chemie,

ale 1 farmaceutického a kosmetického primyslu. Pfedmétem zajmu jsou piedevS§im
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extrakce biologicky aktivnich latek z rostlinného materialu, napft. flavonoidi, polyfenola,
karotenoidt a jinych, pfi¢emz extrakéni G€innost testovanych DES byvé az o 20 % vyssi
ve srovnani s referencnimi organickymi rozpoustédly (Bajkacz a Adamek, 2017) (Jeong,
etal., 2017).

V soucasnosti je vétSina vyuzivanych DES hydrofilniho charakteru, coz zuzuje
spektrum extrahovatelnych latek. Pro extrakci nepoldrnich latek jsou naopak vhodné
hydrofobni DES. V tomto ohledu byly zatim pfedstaveny dva koncepty pfipravy
hydrofobnich DES. Prvni postup pfipravy hydrofobnich DES vychazi z kombinace
kvarternich amoniovych soli a organickych kyselin a alkoholti (van Osch, et al., 2015), a
tyto byly vyuzity pro extrakci bioaktivnich latek z rostlinného materidlu napft. artemisin
z Artemisia annua (Cao, et al., 2017). Druhy pfistup je zalozen na kombinaci mentolu a
organickych kyselin; extrakéni potencidl téchto DES byl experimentdln¢ ovéfen na
vybranych biomolekuldch extrahovanych z vodnych roztokti (Ribeiro, et al., 2015) a
neonikotinoidl z odpadnich vod (Florindo, et al., 2017). Této metodiky mlize byt vyuzito

pro extrakci fytokanabinoidi, vzhledem k jejich nepolérni povaze.

2.8 Casovy profil delta-9-THC a metabolitti v krvi a

psychotropni efekty
Z forenzniho pohledu maji kanabinoidy, tj. hlavni psychotropni slozka THC,

v porovnani s alkoholem jinou a komplikovangjsi farmakokinetiku. Maximalni hladiny
THC jsou dosahovany v krvi po inhala¢ni aplikaci marihuany béhem 3 aZz 10 minut.
Zjisténé krevni hladiny THC nekoreluji jednoznacné s behavioralnimi projevy jedince,
nelze tedy odvodit jednoduché vztahy hladina-a¢inek. V podminkach klinickych
experimentll bylo prokazdno, Ze zkouSené subjekty vykazuji malou miru
psychomotorického ovlivnéni béhem prvnich patnacti minut po inhalacni aplikaci
marihuany, navzdory tomu, ze v tomto Case jiz byva dosazeno vrcholu krevnich hladin
u vSech participujicich subjektl. Vrchol subjektivni euforie a fyziologickych efekti
(v ptipadé THC tachykardie) byva dosazen se zpozdénim za vrcholem krevni
koncentrace. Tento fenomén byl pojmenovan jako “counter-clockwise hysteresis”
(Schwope, et al., 2012). Fenomén zarovenn poukazuje na dlouhou distribu¢ni a
redistribucni fazi z riznych té€lnich kompartmentd a naslednou dlouhodobou stimulaci

endokanabinoidovych mozkovych receptorti. Maximalni vliv inhalovaného THC na
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kognici a psychomotoriku je dosahovan v ¢ase 20 - 60 minut po inhalaci, tedy v Case, kdy
jiz krevni hladiny THC rapidné klesaji. Po této dobé dochazi 1 k postupnému slabnuti
behaviorélnich efektii. Dal$im sledovanym analytem v krvi je 11-OH-THC, ekvipotentni
metabolit matefského THC. Maximalni krevni koncentrace tohoto metabolitu jsou
dosahovany 20 - 30 minut po inhala¢ni aplikaci marihuany a jsou velmi nizké v relaci
k matetskému THC (Huestis, 2007). Tento metabolit je v krvi obvykle detekovatelny
v kratkém casovém horizontu po davce do Sesti hodin, i kdyz stopova mnozstvi mohou
byt detekovéana velmi citlivou metodou pon¢kud déle. Proto zjisténd mnozstvi 11-OH-
THC v krevnim vzorku mohou byt indikatorem neddvného inhala¢niho uziti marihuany.
Po ordlni aplikaci THC dochazi ke zméné farmakokinetického profilu, uplatiiuje se first
pass metabolismus ve prospéch tvorby metabolitl a krevni koncentrace rostou pomaleji
a dosahuji maxima po 60 - 120 minutach (Huestis, 2007). Nastup psychotropnich u¢inkt
je taktéz znacné opozdén proti krevni koncentraci a zminéna hystereze jiz neni tak
vyrazna. Po aplikaci se THC akumuluje v tukovém depu v riznych tkanich a poté se
pomalu redistribuuje zpét do krve. Zatimco piileZitostni uzivatelé maji obtizné zjistitelné
hladiny THC v krvi za nékolik malo hodin po aplikaci, chronicti uzivatelé mohou mit
v disledku redistribuce depot THC méfitelné hladiny i po fadu dnti od posledni aplikace
(Karschner, et al.,, 2009b) (Kelly a Jones, 1992). Vysledky experimentalnich studii
dokazuji, Ze chroni¢ti uzivatelé mohou mit béhem kontrolované abstinence nalez THC
v krvi 1 v obdobi probihajici eliminacni faze (Karschner, et al., 2009b). Tato skutec¢nost
stavi forenzni toxikologii pfed nelehky prakticky ukol, a sice ureni doby posledni davky

drogy s moZznymi pravnimi dopady na jedince.
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2.9 Marihuana a zpusobilost k fizeni motorovych

vozidel

Soucasné védecké poznatky o vlivu kanabinoidii na snizeni schopnosti k fizeni se
opiraji o experimentalni a epidemiologické studie. Epidemiologicka data ukazuji, Ze
riziko dopravni nehody je zhruba dvakrat vyssi po uziti marihuany a vzrista s narastem
krevni koncentrace THC. Krevni koncentrace vyssi nez 2 ng/ml (cca 4 ng/ml v séru nebo
plazm¢) mohou byt asociovany s rizikem dopravni nehody srovnatelnym s rizikem
u ptipadu s krevni hladinou alkoholu kolem 0,5 promile (g/kg) (Drummer, et al., 2004).
Soucasné uziti alkoholu a marihuany ma synergicky a potenciacni ucinek a dopravni
rizika se ndsobné¢ zvysuji (Ramaekers, et al., 2011).

Data z experimentalnich studii ukazuji, Ze fidi¢i pod vlivem kanabinoidl si vétSinou
uvédomuji ovlivnéni svych fidi¢skych schopnosti a snazi se je kompenzovat pomalejsi a
nedostate¢na (Ramackers, et al., 2009; Ronen, et al., 2008). V redlném silni¢nim provozu
muze byt za touto snahou kompenzovat ovlivnéni také potieba na sebe neupoutat
policejni pozornost.

Ramaekers a ostatni porovnavali neurokognitivni schopnosti po akutni ddvce THC
u prilezitostnych a chronickych uzivateli marihuany v kontrolované studii (Ramaekers,
et al., 2009). Dosli k zavéru, Ze u obou skupin konzumentli byl zvySen reakéni cas,
u piilezitostnych uzivateld byly zhorSeny také dalsi testované parametry.

U chronickych uZivatel se vyviji tolerance k fad¢ akutnich Uc¢inki a nékteré studie
ukazuji, Ze tento typ uzivateli vykazuje zvySenou aktivitu v mozkovych oblastech
zejména zodpovédnych za prostorovou orientaci (Kanayama, et al., 2004). U chronikt
pretrvavajici velkd depa THC v organismu maji za nasledek zvySenou stimulaci
endogenniho kanabinoidniho systému vedouci ke snizeni hustoty CB1 receptori v mozku
a prechodnému zhorSeni kognitivnich funkei jesté¢ né€kolik dnii 1 tydni po dobu trvajici
abstinence (Pope, et al., 2001). Jinde je dokumentovano psychomotorické ovlivnéni CNS
u chronickych uzivatell trvajici tfi tydny béhem abstinence (Bosker, et al., 2013). Uzivani
konopnych drog je rizikovym faktorem také z hlediska vyvoje nahodnych psychotickych
symptom1 a toto riziko se zvétSuje pii chronické konzumaci (Kuepper, et al., 2011). Také
abstinencni pfiznaky u chroniki mohou negativné ovliviiovat fidi¢ské schopnosti

(McClure, et al., 2012). Z uvedeného je ziejmé Ze akutni konzumace kanabinoidi u fidict
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muze byt problematicka a fizeni pod vlivem je z hlediska bezpecnosti riskantni a mélo by
byt z dopravy eliminovano. Forenzni otazka je, jak spravné ovlivnéného fidice
klasifikovat, rozpoznat. Ukazuje se, Ze neexistuji jednoduché obecné platné korelace
mezi krevni hladinou THC a mirou ovlivnéni CNS v analogii s alkoholem. Toxikologicky
nalez hladiny THC v krvi fidice, ptilezitostného kurdka marihuany, indikuje fizeni pod
vlivem psychotropni latky a jeji nedavnou konzumaci pted jizdou ¢i pfi jizd€. U chronika
jsou vsak hladiny THC v krvi zjistitelné i po dokumentované¢ sedmidenni abstinenci
(Karschner, et al., 2009b). Toxikologicky nalez THC v ptipadé chronického konzumenta
nemusi odpovidat akutni nedavné davce a mize byt rozporovan z hlediska akutniho
ovlivnéni CNS, i kdyZ jsou poznatky o pfetrvavajicich neurokognitivnich deficitech 1 pfi
nékolikadenni abstinenci. Nazory na védecky podlozené hrani¢ni krevni koncentrace pro
THC, od kterych nastava zhorseni schopnosti k fizeni, jsou nejednoznaéné, vztah je velmi
individudlni. Vyhodnocenim experimentalnich vysledki z né€kolika studii bylo zjisténo,
ze nelze zobecnit hodnoty hladin THC ve vztahu k mife rizika dopravni nehody po uziti
THC. Napt. Ramaekers a jeho kolegové (Ramaekers, et al., 2009) v kontrolované studii
zjistili zhorSeni fidi¢skych schopnosti poc¢inaje od hodnot 2 ng/ml THC v séru
ptilezitostnych kutrdkti marihuany. V dopravni praxi u kontrolovanych fidici byva vSak
stanovena krevni hladina se zpozdénim, v dob€ fizeni byva obvykle podstatné vyssi.
Vyznamny je také fakt, Ze po jednordzové davce THC je vrchol euforickych uc€inkl
zpozdén za krevni hladinou, a tedy behavioralni efekty mohou pietrvavat déle i pii
negativnich nalezech THC v krvi (Bondallaz, et al., 2016). S cilem najit efektivni feSeni,
jak eliminovat ovlivnéné fidice z dopravy a preventivné sniZit rizika, zavadi fada zemi
v pfestupkovém fizeni legislativu typu per se, kterd se opira o pravni domnénku, ze
vétSinova populace fidi¢l-konzumentli marihuany fidi pod vlivem pocinaje urcitou
krevni koncentraci THC. V kontinentalni Evropé se per se limitni hodnoty pro THC
v krvi fidi¢t pohybuji nejéatéji v rozmezi 0,3 — 3 ng/ml (Watson a Mann, 2016). Hranice
trestni odpovédnosti v dopravé s ndlezem THC v krvi fidice, srovnatelna s hranici jedné
promile alkoholu v krvi (ktera je obvykle aplikovana v soudni praxi v CR), je zatim

pfedmétem odbornych diskuzi a budoucich experimentalnich studii.
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3. Cil prace

Cilem mé¢ dizertacni prace bylo studium farmakokinetiky vybranych fytokanabinoidi
a syntetickych kanabinoidt, a to in vivo u lidskych dobrovolnikd a u laboratornich
experimentalnich potkand. Pro tucely stanoveni hladin fytokanabinoidi a jejich
metabolith v biologickém materialu byla vypracovana metodika pro forenzni aplikace.
S rostoucim zajmem o medicindlni vyuziti konopi je soucasti prace i metodika pro
extrakci fytokanabinoidi slouzici napt. ke kontrole deklarovaného obsahu jednotlivych
kanabinoidt v konkrétnich odrtidach. Dizerta¢ni prace byla feSena v rdmci Ctyiletého
multioborového grantového projektu bezpeénostniho vyzkumu Ministerstva vnitra CR
(VG20122015080). Vysledky farmakokinetickych studii byly korelovany s vysledky
neurobehavioralnich pozorovani, kterym se vénovali jako spolufesitelé grantového
projektu kolegové z Narodniho ustavu dusevniho zdravi v Klecanech a spole¢né vysledky

jsou soucasti publikovanych sdé€leni.
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4. Tematické okruhy
4.1 Farmakokinetika THC a CBD u potkant v zavislosti

na zpusobu podani

4.1.1 Metody
Pouzité metody jsou in extenso popsany v ptilozenych publikacich.

Pro vSechny farmakokinetické experimenty byly uziti potkani (typ Wistar, samci).
Podrobnosti o jejich ustajeni, aklimatizaci, diet¢ ptfed experimenty a poctu jedinct lze
nalézt v publikaci stejné tak jako o ptipravé kanabinoidi (ve smyslu lékovych forem) pro
jednotlivé zpiisoby aplikaci (pulmonalni, peroralni a subkutanni podani); podani
kanabinoidi (THC, CBD a jejich kombinace v poméru 1:1) a harmonogramu sbéru
biologického materidlu. Kvantifikace kanabinoidi v séru a mozku potkani byla
provadéna vyvinutou metodikou. Ve zkratce, k 1 ml séra nebo 5 ml homogenizovaného
mozku (1 g mozku byl rozmixovan v 5 ml metanolu) bylo pfiddno 10 pl deuterovanych
standardi (THC-d3, CBD-d3, 11-OH-THC-d3, THC-COOH-d3; 5 ng/ul). Homogenat
mozku byl nésledné vymraZen na -20 °C v etanolové l4zni po dobu 10 minut a nasledné
centrifugovan pii 4200 otackach po dobu 2 minut. Supernatant (asi 4 ml) byl po
centrifugaci nasledné odpatfen na objem 200 - 300 pl. Sérum a extrakt mozku byly
nafedény octanovym pufrem o pH 4 (0,01 mol/l) a nasledné¢ byly kanabinoidy
extrahovany pomoci SPE kolonek. Vysledné extrakty byly odpateny proudem vzduchu a
derivatizovany pomoci silylaéniho ¢inidla po dobu 20 minut pii 80 °C. Stanoveni
kanabinoidi v jednotlivych extraktech bylo provadéno pomoci plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii v rezimu SIM, pfiCemz limit detekce byl 1 ng/ml a limit

kvantifikace 2 ng/ml pro vSechny analyty.
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4.1.2 Vysledky
Ziskané vysledky jsou in extenso popsany v pfilozenych publikacich, zde uvadim

struény vycet hlavnich vysledka.

Po inhala¢ni aplikaci kombinace THC a CBD nebyly pozorovany zmény
farmakokinetiky oproti podani jednotlivych kanabinoidi samostatn¢. Maximalni sérové
koncentrace jednotlivych kanabinoida byly dosazeny do 15 minut po inhalacni aplikaci,
pricemz koncentrace jednotlivych kanabinoid v mozku byly zhruba 3x nizsi oproti séru

(Obr. 4).
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Obr. 4 Farmakokinetické profily po inhalatnim poddni CBD, THC a kombinace
CBD/THC v séru a v mozku (davka 20 mg kanabinoidl, doba inhalace 285 s, 6 potkanti

na jeden ¢asovy bod).
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V piipadé subkutanniho podani kombinace THC a CBD byly maximalni koncentrace
THC 4x vyssi a zéroven koncentrace CBD 2x niZsi oproti koncentracim dosazenym po
podani jednotlivych kanabinoidli samostatné (a to jak v séru, tak v mozku) (Obr. 5). Po

podani samotného CBD bylo THC kvantifikovano po 4 a 8 hodinach od aplikace.
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Obr. 5 Farmakokinetické profily po subkutdnnim podani CBD, THC a kombinace
CBD/THC v séru a v mozku (davka 10 mg/kg kanabinoidi, 6 potkan( na jeden casovy

bod), n. d. = nedetekovano
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Peroralni aplikace kombinace THC a CBD vedla k 2 az 3x niz$im koncentracim CBD
ve srovnani s podanim samotného CBD, zatimco koncentrace THC byly 2x vyssi nez
v ptipadé€ podéani samotného THC. VSeobecné byly maximalni koncentrace kanabinoidt
dosazeny po dvou hodinich od podéani (a to jak v séru, tak v mozku). Po podani
samotného CBD byl THC v séru zjistén a kvantifikovan v celém experimentalnim

intervalu od aplikace (Obr. 6).
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Obr. 6 Farmakokinetické profily po peroralnim podani CBD, THC a kombinace
CBD/THC v séru a v mozku (davka 10 mg/kg kanabinoidi, 6 potkanii na jeden ¢asovy

bod), n. d. = nedetekovano
Koncentrace a farmakokinetika metabolitd THC - tedy ekvipotentniho metabolitu 11-

OH-THC a inaktivniho metabolitu THCOOH jsou komentovany pouze

v piislusné ptiloze.
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4.1.3 Diskuze

Vysledky predkladané dizertacni prace jsou in extenso diskutovany v ptilozenych

publikacich.

Pulmonalni podani je typickym zptisobem aplikace konopi u lidi, at’ uz jako rekrea¢ni
drogy nebo v ramci medicindlni indikace. Maximalni koncentrace THC v séru u lidi jsou
bézn¢ dosahovany v fadu minut, Casto jest¢ béhem aplikace, stejné jako v ptipad¢ nasich
experimentll na potkanech (Huestis, 2007). Zatimco sérové hladiny THC po aplikaci
rychle klesaly, tak koncentrace v mozku, a¢ tfikrat niz$i oproti séru, klesaly mnohem
pomaleji. Toto je v souladu s poznatkem, ze vrcholné behavioralni a kognitivni ¢inky
THC u lidi jsou dosahovany se zpozdénim oproti krevnim hladindm THC (Schwope, et
al., 2012). Biodostupnost CBD byla v rdmci naSich experimenti (tedy vaporizaci €istych
kanabinoidi) pouze kolem dvou tfetin oproti THC. Moznym vysvétlenim muze byt
rozdilna teplota varu THC a CBD, pficemz CBD ma mirné vyssi bod varu nez THC, tedy
160 az 180 °C oproti 157 °C, coz mohlo vést k niz§imu absolutnimu mnozstvi
vaporizovaného CBD. Pulmonalni administrace kombinace THC a CBD nevedla ke
zmén¢ farmakokinetiky jednotlivych kanabinoidti oproti podani obou kanabinoida
samostatné. Dale nebylo THC detekovano v séru ani mozcich po podani CBD, coz je
v souladu s predchozi praci, Ze nedochéazi k tvorbé THC z CBD v ptipadech koufeni
marihuany s vysokym obsahem CBD, a to jak u lidskych dobrovolnikt (Huestis, 2007),
tak pfi pouzivani koufostroju pfi testovani cigaret (Quarles, et al., 1973).

V ptipadé subkutanniho podani THC byla dosaZzena maximalni hladina THC kratce po
aplikaci a nasledné¢ mirn€ klesajici koncentrace byly zjistitelné v séru i mozku v ramci
celého experimentalniho intervalu, tj. 24 hodin. Dosahované hodnoty byly ale o fad nizsi
nez pii pulmonalni a perorélni aplikaci. V ptipad¢€ podani THC a CBD, maximalni sérova
koncentrace THC byla 5x vyssi a CBD o polovinu niZ8i oproti aplikaci jednotlivych
kanabinodd, a to v séru i mozku. Toto poukazuje na inhibici metabolismu THC diky
CBD, jak bude dale diskutovano v piipadé peroralni aplikace. Stejn¢ jako v piipade
peroralni aplikace CBD, 1 po subkutanni aplikaci samotného CBD bylo THC méfitelné
v jednotkach nanogramti. Je tedy mozné, ze k cyklizaci CBD na THC dochazi i

v podkoznim tuku.
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V piipadé peroralniho podéani kanabinoidii byl farmakokineticky profil THC 1 CBD
v Case po dévce znateln€ pozvolnéjsi oproti pulmonalni aplikaci s vrcholy v séru i krvi az
po dvou hodinach. Ackoli dosazené sérové koncentrace byly srovnatelné s hodnotami po
pulmondlnim podani, vrcholné hladiny v mozku byly 3 az 6x vyssi a zlstaly vysoké az
po dobu ¢tyt hodin. To demonstruje, ze se tyto latky akumuluji v lipofilni mozkové tkani
a zaroven vysvétluje delsi ¢asové ucinky podanych kanabinoidl. Zajimavym poznatkem
bylo, Ze oproti publikovanym udajim o nizké biodostupnosti po peroralnim podani (6 -
20 % pro THC a 6 - 19 % pro CBD), vysledky nasi studie na potkanech ukazuji na
nejvyssi biodostupnost ze vSech podani. K tomuto mohl ptispét fakt, ze kanabinoidy byly
rozpustény v oleji a Zze pokusna zvitata byla vyhladovéla pted administraci, oproti jinym
podminkdm podani napt. kapsli s kanabinoidy rozpusténymi ve vodé (Huestis, 2007).

Peroralni podani kanabinoidl vedlo ke dvéma zajimavym zjisténim. Za prvé, soucasné
podani obou kanabinoidi modifikovalo farmakokineticky profil obou latek v porovnani
s individudlnim podéani. Vrcholova primérna sérova koncentrace CBD byla ttikrat nizsi
po podani smé&si THC a CBD oproti podéni samotného CBD. Naproti tomu vrcholova
pramérna sérova koncentrace THC byla dvakrat vyssi oproti podani THC individualné.
Podobné farmakokinetické trendy byly pozorovany i v mozcich zvifat stim, ze
maximalni koncentrace kanabinoidi byly dvakrat vy$s$i nez v krevnim séru. Variace
v koncentracich THC pii koadministraci CBD jsou pravdépodobné zplisobeny tim, Ze
CBD je silnym inhibitorem metabolismu cytochromu P450, konkrétné enzym CYP1A2,
CYP2B6, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4 (Jiang, et al., 2011) (Huestis, 2007). Ackoliv
byla koncentrace ekvipotentniho metabolitu 11-OH-THC pfi tomto podani mnohem vyssi
néZ v pripadé¢ pulmonalniho podani, nebyly pozorovany téméf zZadné zmény v jeho
koncentraci ve vzorcich séra mezi podanim samotného THC a smésit THC a CBD. Tzn.,
ze tedy tato konkrétni metabolicka cesta THC nebyla spolu podanim CBD ovlivnéna.
Pticina sniZeni hladin CBD po smésném podédni THC a CBD neni jednoznac¢na. CBD je
taktéZ metabolizovan enzymovym systémem cytochrom P450, a ptfitomnost THC by
mohla vyvolat indukci enzymi a zesilit jeho metabolickou pfeménu. V literatuie
v humanni studii je podobny nélez, kdy po podadni ekvivalentnich davek THC a CBD ve
smési riznymi cestami byly zjiStény rovnéz niz8i hladiny CBD oproti podani CBD

samostatné.
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Déle v nasi studii po peroralni aplikaci samotného CBD byly v séru jednoznacné
zjistény koncentrace THC v rozmezi 2,0 az 68,6 ng/ml. V mozkové tkani nebyl vsak THC
nalezen.

Za ucelem dalsiho prozkouméni mozné konverze CBD na THC a ptipadné penetrace
THC do mozku bylo peroralné aplikovano dvéma potkaniim 60 mg/kg CBD, tedy 6x
vyssi davka nez v predchozich kinetickych experimentech. Za téchto podminek vysoké
davky byl jiz THC zjistitelny i v mozcich zvitat. V ptedchozi experimentalni praci bylo
prokazano, ze CBD se v kyselém prostiedi cyklizuje nejenom na THC, ale i na dalsi
hexahydrokanabinoidy, které byly taktéz spojeny s negativnimi behavioralnimi ucinky,
tj. katalepsie nebo hypotermie u mysi (Watanabe, et al., 2007). V navazujici praci
v prostiedi simulujicim Zalude¢ni prostiedi byla opét prokazéana cyklizace CBD, v tomto
ptipadé i na delta-8-THC (Merrick, et al., 2016).

Ptitomnost THC v séru po peroralni a subkutanni aplikaci CBD miize mit dulezité
psychosocialni nebo forenzni konsekvence. V praci Merricka bylo postulovéno, Ze lidé
léCeni vysokymi davkami CBD (ve formé konopi bohatého na CBD) mohou zazivat
pocity podobné intoxikaci THC, tedy napi. sedaci, coz bylo pozorovano u détskych
pacientii Ié¢enych CBD na epilepsii (Merrick, et al., 2016). Tento zavér vsak vyvolal vinu
nevole ve védecké komunité a byl nékolikrat rozporovan. Ackoliv vySe diskutovana
sedace mohla byt zplsobena jinymi kanabinoidy a terpeny (v piipadé uziti konopi
bohatého na CBD), nase prace jednoznacné prokéazala konverzi CBD na THC u potkanti,
1 kdyZz nélez byl pozitivni jen piidavkach nékolikrat vysSich oproti béznému
medicinskému uziti CBD u lidi. Vzhledem k diskuzi, zda dochazi ke zminéné konverzi
in vivo, jini autofi paralelné s nasi praci provedli pokus s peroralni aplikaci CBD 50
mg/kg potkanim s prvnim odbérem po tfech hodinach od aplikace (Palazzoli, et al.,
2018). Maximalni sérova koncentrace CBD v tomto Case byla 354,64 = 71,5 ng/ml,
zatimco vrcholové koncentrace CBD v nasi studii byly po dvou hodinach po aplikaci
srovnatelné, avSak po podstatné niz§i ddvce CBD (10 mg/kg). V citované studii v tomto
experimentalnim nastaveni nebyl THC ani jeho metabolity detekovany, a to jak po
aplikaci CBD v oleji ani po aplikaci CBD v etanolu.

Dal§im pfispévkem k ovéfeni in vivo konverze CBD na THC byla studie
s miniprasatky (n=3), jednak vzhledem k podobnosti funkci jejich zazivaciho traktu a

dale 1 enzymové vybavenosti. Byla podavéana davka 15 mg/kg po dobu péti dna,
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maximalni primérnd koncentrace CBD v prvnim dni byla 328 ng/ml a v patém dni pied
ukoncenim experimentu 259 ng/ml, piicemz THC a jeho metabolity nebyly opét
detekovany v zadném z odebranych sérovych vzorki. Pro ovéfeni konverze byla dale
zvitata na konci patého dne utracena, a bylo zméfeno mnozstvi CBD v zazivacim traktu,
respektive zalude¢nim obsahu 84 500 ng/ml a tenkém stievé 43 900 ng/ml, tedy
koncentrace zhruba 200 az 300x vyssi nez v séru, presto v téchto vzorcich nebylo taktéz
detekovano THC ani jeho metabolity. Timto bylo dle autorti plné¢ dokézano, Ze in vitro
experimenty s cyklizaci CBD nejsou reprodukovatelné in vivo (Wray . , 2017). Je nutno
ovSem podotknout, ze autofi jsou zaméstnanci GW Pharmaceuticals, tedy vyrobce
preparati na bazi CBD. Pro ovéfeni cyklizace in vivo je tedy tfeba vice experimentl a
dale ovéfeni reprodukovatelnosti vysledki jednotlivych autort.

Vzhledem k faktu, ze uzivani samotného CBD je v riznych formach v poslednich
letech na vzestupu, at’ uz jako potravinovych doplilkii ¢i masti, nemtize byt eventualni
pozitivni vysledek testovani na THC u nékterych jedincl zcela vyloucen i s pfipadnymi
legélnimi dopady. Daéle je tfeba opét zminit, Ze pfipadnd konverze CBD na THC
v zaludku velmi zavisi na formé a slozeni podaného preparatu a je nutné brat v ivahu
fadu faktord, jako napft. 1 napln a stav zaludku pfi podani, kdy nejnizsi pH byva rano po

no¢nim hladovéni.

4.2 Casovy profil THC u élovéka po inhalaéni aplikaci

4.2.1 Metody

Studie byla schvélena etickou komisi Psychiatrického centra Praha (¢j. 55/11) a byla
soucasti schvaleného vyzkumného projektu, kdy dobrovolnici - konzumenti marihuany
s raznou frekvenci davek - podepsali informovany souhlas a byli na po¢atku experimentu
podrobeni rozhovoru za ucelem zjisténi anamnestickych dat. Do studie bylo vzato 14
rekreacnich uzivateli (10 M/ 4 Z) a 11 chronickych uZivateld (9 M/ 2 Z). Hranice
frekvence konzumace klasifikujici obé skupiny uzivatela jako rekreacni nebo pravidelni
chronicti na zaklad¢ jejich vypovedi byla zvolena piiblizn€ 12 jointl za mésic s mirnym
piekryvem (skupina stfedni rekreacni). N&kteti rekreacni uZivatelé uvadéli jeden joint
mesicné, nektefi chronici i1 vice jointd denné.

Bezprostfedné ptfed zahajenim kinetického experimentu byl odebran kontrolni

pocatecni vzorek krve. Ucastnici si poté vykoufili svoji béznou cigaretu a
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v odstupniovanych casovych intervalech (30 min, 1,5 hod, 4,5 hod a 24,5 hod) byly
postupné odebirany dalsi vzorky krve. Obsah kanabinoidi v uzitétm vzorku
(cigareté/jointu) jednotlivych uzivateli byl stanoven chromatograficky (Kriminalisticky
Ustav Praha). Rekreaéni i chroniéti uzivatelé kanabisu pfitom byli instruovani tak, Ze
v prubé¢hu kinetického experimentu nesmi uzit dalsi davku v pribéhu minimalné dalsich
24 hod, s ¢imzZ souhlasili.

Kanabinoidy byly izolovany ze sérovych vzorkl uzivatelii; v rdmci piipravy vzorku,
bylo k 1 ml séra pfidano piislusné mnozstvi deuterovanych vnitinich standard (THC-d3,
11-OH-THC-d3 a THCOOH-d3) a poté byly kanabinoidy extrahovany pomoci SPE
kolonek. Vysledné eluaty byly po odpateni a vysuSeni silylovany. K méfeni hladin THC
a metabolitl v krevnich sérech byla pouzita validovanda GC-MS metoda na pfistroji
Agilent 7890 A-5975 C. Kvantifikaéni mez metody pro THC byla 1 ng/ml séra.

Pro srovnani hladin THC v séru rekreacnich a chronickych uzivateli (bazalni, za 30
min, 1,5 hod a 4,5 hod) byla pouzita dvoucestna ANCOVA pro opakovand méfeni kdy
bazalni hladiny THC (kontrolni odbéry) slouzily jako kovaridta. Faktor typ uZivatele
(rekreacni vs chronik) byl nezavislou proménnou, zavislou proménou byly zméiené
hladiny THC v ¢ase. Pro srovnani rozdilit mezi kontrolnim odbérem a naslednymi odbéry
byla pouzita jednocestnd ANOVA s post hoc Neuman-Keuls testem. Z diivodu téméf
mezi skupinami porovnany pomoci #-festu. Hladiny THC za 30 min po uziti byly dale
korelovany pro vSechny uZivatele s mnozstvim uzit¢ého THC (Pearsonova korelace).
Srovnani mnozstvi uzitého THC rekreacnimi uzivateli a chroniky bylo provedeno pomoci

t-testu.

4.2.2 Vysledky

Chronicti uzivatelé kanabisu v experimentu uzili signifikantné vét§i mnozstvi THC,
nez-li rekreacni uZivatelé¢ (p<0,001). Mnozstvi uvzittho THC v experimentu se
pohybovalo od 3.4 do 35.3 mg (primér 15,7 mg) u rekreacnich uzivateld a od 23,3 do 89
mg (primér 40,8 mg) u chronickych uzivatelt. Vysledky analyzy pomoci testu ANCOVA
odhalily rozdil v bazalni vstupni hladin¢ obou skupin (F (1,20)=5,9, p < 0,05), dale byly
prokdzany signifikantni zmény hladin v ¢ase (F (2,40)=23,7, p<0,001), nebyl vSak

prokazan globalni vliv na hladiny mezi skupinami a ani interakce faktorti. Nasledna
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analyza pomoci post hoc testl prokazala, ze chroniCti uzivatelé méli vyrazné vyssi
hladiny THC v séru uz pted zacatkem méfeni, za 30 min a 4,5 hod po uziti (p<0,001), za
jednu a ptl hodinu po uziti hodnoty témét dosahovaly statistické vyznamnosti (p=0,07).
Nejvyssi primérné hladiny THC v séru (tedy za 30 min po uziti) dosahovaly 10,2 ng/ml
u rekreacnich uzivatell, u chronickych pak zhruba dvojnésobek 21,3 ng/ml. Hladiny
oproti bazalni (ANOVA) byly signifikantné zvySeny jak u rekreacnich tak i u chronickych
uzivatell za 30 min (p<0,001) a u rekreacnich uzivatelt i za 1,5 hod (p<0,01). Z hlediska
celé skupiny (rekreacni i chronici) hladiny v séru pozitivné korelovaly s mnozstvim

uzitého THC (1=5,189; p<0,05).
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Obr. 7 Kineticky profil THC a jeho metabolitli v séru rekreacniho uZzivatele.
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Obr. 8 Kineticky profil THC a jeho metabolitii v séru chronického uzivatele.

Zatimco u rekreaCnich uzivatell nebyla pred zahdjenim kinetického experimentu
v zadném piipad¢ v kontrolnim séru zjisténa detekovatelna hladina THC, nekteti chronici
méli vyznamné hodnoty THC v kontrolnim séru jiz pted vstupem do kinetického
experimentu (napi. hodnoty 7 nebo 8 ng/ml). Typické kinetické profily THC a jeho
metabolitil u rekrea¢niho a chronického uZivatele jsou znadzornény na Obr. 7 a 8. Hladiny
THC v séru za 30 minut po jointu byly u obou skupin velmi individudlné variabilni
s velkym rozptylem hodnot (1 - 23 ng/ml u rekreacnich a 6 - 49 ng/ml u chronickych
uzivatell). U rekreacnich uzivatelti bylo experimentalné potvrzeno ve 12 piipadech, ze
jiz za 4,5 hodiny po konzumaci konopné drogy nebyla uzitou metodou GC-MS zji§téna
meftitelnd hladina THC v krevnim séru. VétSina chronickych uzivatell si vSak jesté po
4,5 hodinéch stale udrzovala vyznamné koncentrace THC v séru. U nékterych chronikd,
ktefi setrvali po celou dobu v experimentu (4 osoby) byly vyznamné hladiny THC v séru

zjistény 1 po 24,5 hodinach (dvé osoby s ndlezem THC 4 ng/ml, anebo 16 ng/ml).
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4.2.3 Diskuze

Hlavnim zjisténim vyplyvajicim z naSich experimentd je, Ze zatimco u rekreacnich
uzivateld hladiny THC nejsou detekovatelné jiz po 4,5 hodinach po uziti konopné drogy,
u chronickych uzivatell jsou za tuto dobu stale méfitelné. Z experimentu je ziejmé, ze
nektefi chronicti uzivatelé si velmi pravdépodobné udrzuji bazalni hladinu THC v krvi.
Dal8im dil¢im zjiSténim je, Ze chronicti uzivatelé uzivaji pii jednorazovém podéani vetsi
mnozstvi drogy. Spolecné s aditivnim efektem ptetrvavajicich hladin s tim souvisi vyssi
dosahované hladiny THC v séru po nové davce a jeho dlouhodobéjsi detekovatelnost ve
srovnani s rekreacnimi uzivateli. I ptes statisticky prokazanou korelaci hladin THC v séru
s mnozstvim uzitého THC v ramci celé skupiny dobrovolnikil je nutné konstatovat, ze
vrcholové hodnoty hladin THC v séru po vykoufeni jointu jsou u obou skupin velmi
individudlné variabilni a je tedy v podstat¢ nemozné jednoduse predikovat hladiny
u jednotlivych uZivatelt dle davky, a naopak z hladin predikovat davku. Je zfejmé, Ze zde
hraje roli fada faktorti jako napf. sila jointu, technika koufeni, individudlni télesné
parametry aj.

Nase nélezy koresponduji s nalezy z jinych studii. Naptiklad v kontrolované studii s 37
dobrovolniky — kufdky marihuany, abstinujicimi pod dohledem v uzaviené jednotce 24
az 48 hodin, nebyl THC po této dobé detekovan v krevnim séru pouze u 22 osob, THC
do vyse 2 ng/ml byl zjiStén u 10 osob, a THC v rozmezi 2,2 a z 6,4 ng/ml byl zjistén
u 5 osob (Skopp a Potsch, 2008). Naproti tomu pii kontrolované abstinenci v jiné studii
byl THC v krvi chronickych kutéakii detekovan jesté po 7 dnech abstinence v rozmezi od
limitu detekce do 5,5 ng/ml, (n=18) (Karschner, et al., 2009a).

Jako potencialni indikatory nedavného uziti kanabinoidl byly zkoumany individualni
pomeéry koncentraci THC a jeho metabolitli v ¢ase po davce. Huestis publikovala dva
matematické modely schopné predikovat posledni dobu uziti kanabinoidfi (Huestis, et al.,
1992). Model 1. je zaloZen na relaci hodnot sérovych koncentracich THC a model Il na
poméru THCOOH a THC vzhledem k casu po davce. Model I. byl odvozen z linearni
regresni analyzy sérovych hladin THC a ¢asu uplynulého po kouieni marihuany a
vyjadifen rovnici: log h =-0,698 log [THC ng/ml] + 0,687 (r = 0,949). Model II. byl taktéz
odvozen z linearni regresni analyzy pomért sérovych hladin THCOOH a THC a ¢asu
uplynulého po koufeni marihuany a ma vyslednou formu: log h = 0,576 log [THCOOH
ng/ml/THC ng/ml] — 0,176 (r = 0,919). V obou rovnicich parametr ,,h” znaéi Cas
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v hodinach. Oba modely byly ovéfeny na datech z deviti klinickych studii, kdy doslo
k jednorazové aplikaci marihuany koufenim a naslednym meétenim hladin kanabinoidi
v sérovych vzorcich (n = 168) metodou GC-MS. Oba modely predikovaly uplynuly ¢as
od aplikace marihuany u pfilezitostnych uzivatelli s az 90 % ptesnosti. U chronickych
uzivatelli dochézi ke snizeni predikce uplynulé doby od poziti marihuany obou modela
na 60 - 70 % a nejsou tedy vhodné pro odhad posledni doby uziti kanabinoidl
u chronickych uzivatelil v obdobi jejich abstinence vzhledem k rezidudlnim hladindm
kanabinoidl v krevnim ob&hu.

Konzumace konopnych drog u fidi¢li asociuje zvySena bezpecnostni rizika v doprave.
Bylo doloZeno, ze castd konzumace konopnych drog méa za nasledek zhorSeni
neurokognitivnich funkci a Castéjsi vyskyt psychotickych reakei (Kuepper, et al., 2011).
Neurokognitivni zhorSeni u chronikli mize pretrvavat fadu dni i béhem kontrolované
abstinence (Pope, et al., 2001). Navic u fatalnich ptipadd bylo zjisténo, ze THC muze
ptretrvavat v mozkové tkani, 1 kdyz uz THC neni prokazatelny v krvi (Mura, et al., 2005).
Na druhou stranu, v ptipadé€ chronickych uZzivateli dochazi vlivem tolerance k ¢astecné,
zdaleka vsak ne kompletni, behavioralni korekci akutniho deficitu (napt. zpomaleni jizdy,
dodrzovani vétsi vzdalenosti mezi vozidly apod.). Tato korekce se vSak zhorsuje s vétsi
komplexnosti feSenych krizovych situaci. Krevni hladina THC u fidic¢e tedy sama o sob¢
nemuze pfimo dokumentovat miru zhorSeni schopnosti k bezpecné jizd€, vztah je velmi
individudlni a komplexni. Z toho divodu fada zemi z preventivnich divodl ve snaze
sniZit rizika v dopravé prechazi na ,,per se legislativu® s minimalni toleranci nalezu drog
v krvi fidi¢h (Watson a Mann, 2016). V nékterych odbornych kruzich se diskutuje vyse
tolerovatelné analytické meze pro THC v krvi, kterd by z dopravy separovala ovlivnéné
fidice, pficemzZ navrhy tzv. ,,science based limits* jsou zatim spisSe kontroverzni a obtizné
realizovatelné (Grotenhermen, et al., 2007). Navic v dobé¢ fizeni byvé Casto koncentrace
THC v krvi podstatné vyssi, nez odpovida dobé pozdéjsi, kdy byl odebran krevni vzorek
(¢asto s n¢kolika hodinovou prodlevou).

Porovnanim naSich nélezii s publikovanymi daty Ize shrnout, ze je velmi obtizné
identifikovat zptisobilost jedince k fizeni motorovych vozidel pouze na zakladé
stanovenych hladin THC v krvi. Hrani¢ni nizké hodnoty pro THC v odebraném krevnim
vzorku blizké mezi detekce specifické toxikologické metody, které dokazuji konzumaci

konopné drogy, maji své opravnéni v u€inné dopravni legislativé v zajmu prevence a
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snizeni rizik dopravnich nehod. Piikladem feSeni miize byt jiz zminovana legislativa
s minimalni toleranci k hladinam THC v krvi, napf. hladiny nad 2 ng/ml jsou jiz
povazovany za piestupek v zemich jako je Némecko &i Svycarsko a od roku 2014 i v CR.
Vyssi hodnoty jiz odpovidaji problematickému uziti konopnych drog bezprostredné pred
jizdou ¢i béhem jizdy, anebo chronickému uzivani. Hladiny 7-10 ng/ml u rekrea¢niho
uzivatele jsou srovnatelné ve snizeni fidi¢skych schopnosti zhruba s 0,5 promile (g/kg)
alkoholu v krvi, pfi¢emz kombinovana konzumace alkoholu a kanabis schopnost k fizeni
dramaticky zhorSuje (Grotenhermen, et al., 2007). Otdzkou zlstavd zplsobilost
k bezpecnému fizeni u chronickych uzivateli konopnych drog. Toto téma zalind byt
aktualni piedevs§im v souvislosti s problematikou terapeutického pouzivani 1é¢ebného
konopi v CR (ale i v zahranici). Je ziejmé, Ze jak 1é&eni pacienti, tak chroniéti rekreaéni
uzivatelé budou vykazovat stalé a métitelné hladiny THC v krvi, byt bezprostiedné pred
jizdou drogu neuziji. Exaktni klasifikace miry snizeni zptisobilosti k bezpe¢nému fizeni
u chronickych uZzivatell, ktera je Zadouci ve forenzni praxi, ziistdva problémem. V tomto
sméru se legislativei Casto kloni k urCité generalizaci ve snaze eliminovat rizika

dopravnich nehod, popf. zajistit bezpecnost pii vykonu povolani.
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4.3 Farmakokinetika syntetickych kanabinoidu

4.3.1 Metody

Pro vSechny farmakokinetické experimenty byly uzity potkani (typ Wistar, samci),
kterym byl aplikovan synteticky kanabinoid JWH-073 nebo JWH-210 (oba v davce 0,5
mg/ml). Podrobnosti k ustajeni, aklimatizaci, dieté pfed experimenty a poctu jedinci Ize
nalézt v ptilozené publikaci. Kvantifikace THC a jeho metabolitii v séru byla provadéna
vyvinutou metodikou. Ve zkratce, k 1 ml séra bylo pfiddino 10 pl deuterovanych
standardii (THC-d3, CBD-d3, 11-OH-THC-d3, THC-COOH-d3; 5 ng/ul). Sérum bylo
natfedéno octanovym pufrem o pH 4 (0,01 mol/l) a nasledné byli kanabinoidy extrahovany
pomoci SPE kolonek. Vysledné extrakty byli odpafeny proudem vzduchu a v insertech
derivatizovany pomoci silyla¢niho ¢inidla po dobu 20 minut pfi 80 °C. Stanoveni
kanabinoidd v jednotlivych extraktech bylo provadéno pomoci plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii v reZimu SIM, pficemZ limit detekce byl 1 ng/ml a limit
kvantifikace 2 ng/ml pro vSechny analyty. Kvantifikace SK byla provedena v grantové

spolupraci na VSCHT a je podrobné popsana v piislusné pfiloze.

4.3.2 Vysledky

Syntetické kanabinoidy JWH-073 a JWH-210 (oba v davce 0,5 mgkg) byly
detekovatelné v séru potkanli po subkutdnni aplikaci v celém 24 hodinovém
experimentalnim intervalu. Maximalni sérové koncentrace JWH-073 (1,84 + 0,06 ng/ml)
bylo dosazeno 4 hodiny po aplikaci. Maximalni sérové koncentrace JWH-210 (4,20 +
0,86 ng/ml) bylo dosazeno po 1 hodin€ od aplikace, pficemz druhé lokalni maximum bylo
dosaZeno 4 hodiny po aplikaci.

THC a jeho metabolity byly detekovatelné v séru potkant po subkutanni aplikaci THC
3 mg/kg vcelém 24 hodinovém experimentdlnim intervalu. Maximalni sérové
koncentrace THC a jeho metabolitii byly dosazeny hodinu po aplikaci THC (THC: 12,1
+ 3,06 ng/ml; 11-OH-THC: 2,08 + 1,21 ng/ml; THC-COOH: 10,5 £+ 7,27 ng/ml). Druhé

maximum THC bylo pozorovéano v ¢ase 8 hodin od aplikace THC.
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Obr. 9 Farmakokineticky profil THC (3 mg/kg, subkutanni podani) a jeho metabolitt 11-
OH-THC a THCOOH v riznych ¢asovych bodech (30 min, 1, 2, 4, 8, 24 h po aplikaci)
Data reprezentuji primérné hodnoty + SEM (n = 6 zvifat na jeden bod) sérovych hodnot

vyjadfenych v ng/ml.
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Obr. 10 Farmakokineticky profil JWH-073 (0,5 mg/kg, subkutanni podani) a JWH-210
(0,5 mg/kg, subkutanni podani) v riznych ¢asovych bodech (30 min, 1, 2, 4, 8, 24 h po
aplikaci). Data reprezentuji primémé hodnoty + SEM (n = 8 zvifat na jeden bod)

sérovych hodnot vyjaddienych v ng/ml.
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4.3.3 Diskuze

Syntetické kanabinoidy (SK) jsou Sirokou skupinou latek s riznou strukturou
vyznacujici se kanabinomimetickymi ucinky (aktivitou na endokanabinoidnich
receptorech CB1 1 CB2). Prestoze v soucasnosti je znamo jiz vice nez 180 strukturnich
variant SK, latky z 1. generace na bazi aminoalkylindolt stale pietrvavaji ve spektru
uzivateli drog (ElSohly, et al., 2014). U téchto latek stale chybi dostate¢né poznatky
o jejich farmakokinetice, metabolismu i uc¢incich, které jsou dulezité pfi odhaleni pficin
intoxikaci a pro uc¢innou terapii (Diao a Huestis, 2019).

Studiu farmakokinetiky jednotlivych SK se vénovalo jiz mnoho praci, zejména tém
latkam z prvni generace (ElSohly, et al., 2014). V ramci studia farmakokinetiky
(u lidskych dobrovolnikti; n= 6) po inhalacnim podani JWH-018 nanesenych na inertni
rostlinny materidl (Toennes, et al., 2017) bylo dosaZzeno maximdlnich sérovych
koncentraci 5 min po podani s naslednou fazi extenzivni distribuce do tkani béhem 1,5
hod (u kontrolni skupiny dobrovolnikt, kterym bylo podano THC bylo distribuce
dosazeno jiz béhem 1 hod). Paralelné s matefskou podanou latkou byly méteny i sérové
koncentrace jejich metaboliti, které vSak byly v maximu 10x nizsi proti latce plivodni.
Nejvice zastoupenym metabolitem byla JWH-018 pentanova kyselina, a tedy kone¢nym
metabolitem je stejné jako v ptipadé THC karboxylova kyselina (Diao a Huestis, 2019).
V ramci studie (Toennes, et al., 2018) byly zaroven odebrany i vzorky slin ve stejnych
casovych intervalech jako krevni vzorky a podobné jako v pifipade séra, 1 ve slinach byly
maximalni koncentrace dosaZeny 5 min po aplikaci (2-2036 ng/ml; primé&r 25,7 ng/ml),
pficemZ po jedné hodiné klesly koncentrace pod 2 ng/ml a po dvou hodinach jiz pod
1 ng/ml. Stejné jako po inhala¢ni aplikaci THC nebyla prokazana korelace mezi sérovymi
a slinnymi hladinami sledovanych latek (tj. THC a JWH-018). Ve slinach nebyly
nalezeny zadné metabolity podané latky, coz mlize byt zplisobeno malou aplikovanou
davkou a nedostatenym pfestupem metabolitl z krve do slin a pfipadnym rychlym
poklesem hladin metaboliti pod detekéni meze analytické metody. Ptipadny nalez
metaboliti SK ve slindch by mohl byt indikatorem vétsi davky ¢i chronického uzivani.

Po inhalaéni aplikaci koufe z produktu ,,Magic Gold* obsahujiciho 3,6 % JWH-018 a
5,7 % JWH-073 bylo v krvi potkanii po 20 minutach primérné 88 + 42 ng/ml JWH-018
a 134 £ 62 ng/ml JWH-073, a ve stejném Casovém bod¢ bylo v mozcich naméfeno

trojnasobné mnozstvi obou latek (Poklis, et al., 2012). Dalsi skupina zvitat byla utracena
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24 hod po aplikaci, pficemz koncentrace obou latek v krvi a mozku se pohybovala
v jednotkach nanogramti, a tedy stejn¢ jako v piipad¢ fytokanabionidii dochézi
k rychlému nérGstu koncentraci po aplikaci latek s naslednym rapidnim poklesem
koncentraci v ramci redistribuce do tkani. Dalsim divodem poklesu koncentraci téchto
latek je jejich extenzivni metabolismus (analogicky k THC). Farmakologicka aktivita
metabolitl je vSak dosud malo prozkoumana (tj. jejich aktivita na CB receptorech)
(Gamage, et al., 2019).

Stejné jako v nasi pedchozi studii sledujici farmakokinetické profily fytokanabinoida
po rtuznych podanich, 1 zde subkutdnni podani vedlo k bifazickému profilu THC (tedy
distribuce do tkani a nasledné redistribuci do krevného tecisté) (Hlozek, et al., 2017).
Podobny bifazicky profil byl sledovan i v ptipadé podani JWH 210, zatimco v piipadé
JWH 073 doslo vzhledem kjeho vyssi lipofilit€¢ pomalejsi distribuci do krve
reprezentované dosdhnutim prvni vrcholové koncentrace az po 4 hodinach od aplikace.
Obdobny profil, skladajici se z distribuce, eliminace a nasledného uvolnéni latky zpét do
krevného fecisté byl pozorovan po intravenozni aplikaci 200 pg/kg JWH-210, THC a
RCS-4 (latky fazeny dle rostouci clearance, a tedy klesajici lipofility) v experimentech na
prasatech (obdobny enzymovy aparat jako u ¢loveéka) (Schaefer, et al., 2016). Vysledny
kineticky profil po intravenoznim podani THC se shoduje s experimentalnimi daty po
intravenoznim infuznim podéni obdobného mnozstvi THC (5 mg) u lidskych
dobrovolnikil (= 400 ng/ml) (Kelly a Jones, 1992). Stejné€ jako v ptipad¢ nasi studie
dokumentujici interakce mezi THC a CBD 1 v tomto pfipad¢ byly aplikovany vSechny tfi
latky soucasné s cilem odhalit ptfipadné alterace v metabolismu (tudiz i zmény v ramci
farmakokinetiky jednotlivych latek), jelikoz uZivatelé casto kombinuji syntetické
kanabinoidy s marihuanou. V tomto ptipadé nebyl prokdzan vliv soubézného podani
THC, JWH-210 a RSC-4 na farmakokinetiku oproti podani jednotlivych latek (Schaefer,
etal., 2016).

- 64 -



4.4 Extrakce a stanoveni fytokanabinoidt v rostlinném

materialu

4.4.1 Metody

Pro extrakci fytokanabinoidii z rostlinného materialu bylo pfipraveno nové médium —
tzv. deep eutectic solvents (DES), s obdobnymi vlastnostmi jako maji iontové kapaliny
(netékavost, nehoflavost, vysoka teplotni a chemicka stabilita, rozpustnost Siroké palety
latek) a zaroven spliujici principy zelené chemie.

Ptiprava DES byla zalozena na michani dvojic vychozich latek v pfislusném molarnim
poméru (HBA: HBD, 5:1 az 1:5) za konstantni teploty 80 °C do vzniku homogenni
kapaliny po dobu max. 1 hodiny. Vychozi latky a jejich kombinace jsou uvedeny
v Tabulce 1. Extrakce fytokanabinoidli zrostlinného materidlu (tj. suSina konopi
Cannabis sativa) probihala po dobu 10 minut v ultrazvukové lazni pfi teploté¢ 30 °C,
pricemz zvoleny pomér mezi susinou a DES kapalinou byl 20 mg susiny a 0,8 ml DES
(navazka pfirodniho materidlu versus objem rozpousStédla vychdzela z dfive
publikovanych postupl pro extrakce ptirodnich latek pomoci DES). Po extrakci byl
vzorek centrifugovdn po dobu 3 min pfi rychlosti 10 000 rpm a nésledné rozpustén
v zakladnim nevodném elektrolytu. Méieni fytokanabinoidt (THC,
tetrahydrokanabinolova kyselina, THCA, CBD a kanabidiolovd kyselina, CBDA)
probihalo na kapilarni elektroforéze s UV detekci a pro kvantifikaci byla pouzita metoda

standardniho ptidavku.
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Tabulka 1. Pfehled kombinaci vychozich komponent pro ptipravu DES.

Zkratka HBA HBD Molarni pomér Teplota Skupenstvi
M:FA Mentol Kyselina mravenc¢i 1:1 80 °C ¢ira kapalina
M:AA Kyselina octova 1:1 80 °C ¢ira kapalina
M:PA Kyselina propionova 1:1 80 °C ¢ira kapalina
M:BA Kyselina butanova 1:1 80 °C ¢ira kapalina
M:HA Kyselina hexanova 1:1 80 °C ¢ira kapalina
M:0A Kyselina oktanova 1:1 80 °C ¢ira kapalina
M:DA Kyselina dodekanova 1:1 80 °C ¢ira kapalina
M:LA Kyselina mlé¢na 1:1 80 °C ¢ira kapalina

M:PAA Kyselina fenyloctova 1:1 80 °C zluta kapalina
M:MA Kyselina mandlova 1:1 80 °C ¢ira kapalina

Mentol Kyselina stavelova 1:1-5:1 80-95°C pevna latka v kapaliné
Kyselina malonova 1:1-5:1 80-95°C pevna latka v kapaliné
Kyselina vinna 1:1-5:1 80-95°C pevna latka v kapaliné
Kyselina ftalova 1:1-5:1 80—-95°C pevna latka v kapaling
Kyselina glykolova 1:1-5:1 80—-95°C nemisitelné kapaliny
Kyselina jable¢na 1:1-5:1 80-95°C pevna latka v kapaliné
Kyselina hipurova 1:1-5:1 80-95°C pevna latka v kapaliné
Kyselina pyrohroznova 1:1-5:1 80-95°C nemisitelné kapaliny
Kyselina asparagova 1:1-5:1 80—-95°C pevna latka v kapaliné

4.4.2 \lysledky

Metodou zahtivani a michani dvou vychozich komponent bylo Uspé$né ptipraveno
deset DES kapalin, kdy byl jako HBA zvolen mentol (Tabulka 1). Tyto DES byli ¢iré
kapaliny (pouze DES s fenyloctovou kyselinou byla zlutd kapalina) a v pribchu jejich
skladovani pfi laboratorni teplot¢ po dobu tficeti dnii nedochazelo ke krystalizaci
vychozich latek. Nékteré fyzikaln€ chemické vlastnosti a identita DES z naseho souboru
byly jiz dfive charakterizovany pomoci H1 NMR a diferencialni skenovaci kalorimetrie,
ostatni DES byly pouzity pro extrakci bez této charakterizace. Kazda ptipravena DES
tvotila dvoufdzovy systém s vodou v libovolném poméru. Na druhou stranu fada
karboxylovych kyselin netvotila s mentolem DES (tedy nedochéazelo ke vzniku kapaliny),
a to ani pii vyssich teplotach (80-90 °C) (Tabulka 1).

Ptipravené DES byli nasledné testovany pro extrakci fytokanabinoidl z rostlinného

materidlu. Jak je patrné z Obr. 11, extrakéni G¢innost jednotlivych DES zavisi na povaze
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HBD (tedy kyseliny). Kyselina mravenci poskytovala nejvyssi vytézky pro THC ze vSech
testovanych HBD. Co se tyCe absolutni celkové sumy vyextrahovanych kanabinoidi, byla
v tomto ohledu nejlepsi kyselina octova. Od kyseliny octové klesaly extrakéni vytézky
THC a THCA v homologické tad¢ po kyselinu hexanovou, avSak nasledn¢ opét rostly
s prodluzujicim se alifatickym fetézcem po kyselinu dodekanovou. Toto miize byt
vysvétleno dvéma protichudnymi jevy. Jednak s rostouci viskozitou DES muze klesat
extrakéni vytézek z diivodu nizSiho pfenosu hmoty, na druhou stranu rostouci délka
alifatického tetézce mize zlepsit extrakci latek s vy$$imi log P (napt. u THC log P 6,97,
u CBD log P 5,79). Vyse uvedené trendy byly platné i pro extrakci CBD a CBDA, avSak
niz8i log P té€chto latek vedly k mens$im rozdilim v rdmci homologické fady kyselin.

Pro ovéteni role jinych terpenti nez mentolu jako HBA, byla piipravena série DES,
kdy byly kombinovany dalsi terpeny (terpenol, borneol, geraniol, linalol) s kyselinou
octovou jako HBD (vzhledem k jeji nejvyssi Gc¢innosti pro extrakci kanabinoidi).
Vysledné DES byly opét ¢iré kapaliny. avSak zddna z nich nedosahovala extrakéni
ucinnost vys$si nez DES na bazi mentolu a kyseliny octové (Obr. 12).

Nakonec byla srovnana extrakéni ucinnost DES slozené z mentolu a kyseliny octové
s organickymi rozpoustédly (metanol, etanol, metanol chloroform 9:1 v/v) bézné
uzivanymi pro extrakci fytokanabinoidl. Extrakéni u¢innost DES byla v rozmezi 118,6 -
132,6 % pro jednotlivé kanabinoidy (za pfedpokladu, Ze extrakéni i€innost smési metanol

chloroform 9:1 v/v je 100 %), celkovy ptehled vysledka je v Tabulce 2.

Tabulka 2. Porovnani hodnot extrak¢énich u€innosti béznych organickych rozpoustédel a
DES kapaliny sloZené z mentolu a kyseliny octové pro vybrané fytokanabinoidy (THC,
THCA, CBD and CBDA). Jako referenc¢ni rozpoustédlo byla pouzita smes metanol:

chloroform (9:1; v/v).

Extrakéni acinnost (%)

THC THCA CBD CBDA
Mentol: kyselina octova 132,6 £5,3 128,8 +2,4 118,6 +5,7 122,7+22
Metanol 112,0+5,1 107,8 £2,7 97,7+0,4 1033+ 1,6
Etanol 1184427 110,1+24 102,3+2,0 106,3 +1,9
Metanol: chloroform (9:1; v/v) 100 100 100 100
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Obr. 11 Porovnani extrakénich vytézkd (mg/g) jednotlivych fytokabinoidia (THC,
THCA, CBD a CBDA) v DES kapalinach ptfipravenych z mentolu a riznych organickych
kyselin (pocet opakovani= 3).

M...mentol, FA.. kyselina mraven¢ni, AA...kyselina octova, PA.. kyselina propionova,
BA.. kyselina butanova, HA...kyselina hexanov4d, OA...kyselina oktanova,
DA.. kyselina dodekanova, LA.. kyselina mlé€na, PAA...kyselina fenyloctova,
MA.. kyselina mandlova.
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Obr. 12 Porovnani extrak¢nich vytézkd (mg/g) jednotlivych fytokabinoidi (THC,
THCA, CBD a CBDA) v DES kapalinach pfipravenych z riiznych terpenti a kyseliny

octové (AA) (pocet opakovani= 3). M...mentol, T...terpenol, B...borneol, G...geraniol,
L...linalol).

4.4.3 Diskuze

Extrakce kanabinoidi z rostlinného materialu je dilezit4 jednak pro sledovani potence
ve smyslu obsahu THC téchto rostlin ve forenznich situacich, napt. v ilegalnich
péstirnach, ale 1 z hlediska sledovani obsahu jednotlivych tedy i nepsychoaktivnich
kanabinoidt v kultivarech uréenych pro medicinalni tcely. Vyznam a rozsah téchto
zkouméni bude nadale rlst, zejména s ohledem na rozristajici se poCet zemi, kde je
pouziti kanabinoidli pro medicindlni ucely povoleno, a zaroven rozrastajici se pocet
terapeutickych indikaci (Abuhasira, et al., 2018). V neposledni fadé¢ je i rekreacni legélni
uzivani konopi v n€kterych zemich spojeno s nutnosti deklarace obsahu THC v téchto
produktech. Tento narlist poZzadavkd na kontrolu a sledovani kvality produktt s sebou
nese 1 zvySené naroky na extrakéni postupy potfebné pro analytické stanoveni.

Vzhledem knepolarnimu charakteru kanabinoidl, vyjadfenému vysokym

rozdélovacim koeficientem oktanol voda, jsou k extrakci kanabinoid vhodna organicka
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rozpousStédla. V minulosti bézné¢ uzivanym rozpoustédlem byla smés metanolu
s chloroformem 9:1 v/v, pficemz chloroform slouzil k rozpusténi tehdy uzivaného
vnitiniho standardu di-n-oktylftalatu (L. O. Hanus, et al., 2016b). Chlorovana
rozpoustédla jsou vSak obecné toxicka pro lidi i pro zivotni prostfedi, a tedy jejich
eliminace ze soucasnych extrak¢nich postupti povede ke zvySeni jak laboratorni
bezpecnosti, tak ke snizeni jejich dopadl na zivotni prosttedi. Uzivani chloroformu je
v extrak¢nich postupech bohuzel stale rozsifeno. Na druhou stranu jsou v soucasnosti
roz$ifeny extrakce zalozené pouze na nizsich alkoholech, pfedev§im metanolu a etanolu
(Patel, et al., 2017). Uziti jinych organickych rozpoustédel bylo taktéz popsano
(ethylacetat, hexan), avSak vzhledem k jejich vysSi tékavosti a toxicit¢ je od nich
postupné upousténo.

V nasi studii jsme prokazali vyssi extrakéni ucCinnost alternativniho organického
rozpoustédla hydrophobic deep eutectic solvent ve slozeni mentol: kyselina octova pro
vSechny testované kanabinoidy (Tabulka 2). VyuZiti tohoto extrakéniho média je vhodné
pro nasledné stanoveni obsahu kanabinoidil v rostlinném materialu, avSak nikoliv pro
ziskani jednotlivych kanabinoidii a jejich dalsi zpracovani. Byly jiz sice publikované
prace se zpétnou extrakci DES extraktu na poréznich pryskyfticich, ale opétovné pouziti
metanolu pro tuto zpétnou extrakci snizuje efektivnost celé metodiky (Cao, et al., 2017).
V literatufe bylo popsdno pouziti i1 hydrofilnich DES pro extrakci kanabidiolu
z technického konopi. Nejvétsiho extrakéniho vytéZzku bylo dosazeno pomoci DES
vzniklé kombinaci cholin chloridu a diethyl 2,3-dihydroxysukcinatu (1:1). Pouziti
hydrofilni DES vedlo vSak k dramatickému nartstu extrakéniho ¢asu (55 min), zatimco
pouziti hydrofobnich DES pro extrakci nepolarnich kanabinoidi je casové efektivnéjsi (5
min) (Changyong C., 2019). Srovnani absolutnich vytézkiit CBD pomoci hydrofilnich a
hydrofobnich DES je problematické s ohledem na variabilitu vychoziho konopného
materidlu (tj. rizné procentudlni zastoupeni CBD v jednotlivych kultivarech a ¢astech
rostlin).

Z hlediska zelené chemie je aktualnim trendem (kromé zelenych rozpoustédel) vyuziti
tzv. supercritical fluid extraction, jelikoz extrakénim cinidlem je superkriticky CO»,
kapalina charakterizovand nizkou kritickou teplotou a tlakem. Pro extrakci nepolarnich
latek, tj. kanabinoidid je vSak nutny ptidavek organického polarniho modifikatoru

ethanolu k extrakénimu ¢inidlu (10-20 %), takto 1ze dosdhnout aZ o 50 % vyssi vytéznosti
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v porovnani s ¢istym CO; (Attard, et al., 2018). Vyuziti DES jako organického
modifikdtoru miize byt zajimavou alternativou pro zvySeni extrakéni UCinnosti.
Superkritickd fluidni extrakce se s vyhodou uziva pro extrakce termolabilnich latek,
poskytuje Cisté extrakty bez vyznamnych rezidui z organickych modifikatord a je
vyuzitelnd pro extrakce v priimyslovém métitku.

V budoucnosti mtize dojit k rozvoji vyuziti DES 1 pro extrakce jinych skupin
ptirodnich latek, ptijde zejména o terpeny, které synergicky ptsobi spolu s kanabioidy pii

1é¢be¢ konopim (Citti, et al., 2016).
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5.Zaver

Predkladana dizertacni prace je vénovana experimentalnimu studiu fytokanabinoida
a syntetickych kanabinoidi, sledovani jejich farmakokinetiky a ucinkti. Nové poznatky
plynouci z naSich experimentalnich farmakokinetickych a farmakodynamickych studii na
lidskych dobrovolnicich a na potkanech maji vyznam z farmakologického hlediska, ale
pfispivaji ik interpretaci nalezii kanabinoidii v klinické a forenzni toxikologii. S ohledem
na terapeutické vyuziti konopnych produkti byla pozornost zamétena také na testovani a

hodnoceni vhodnych extrakénich postupti kanabinoidd z rostlinného materialu.

Zavérecné vysledky studie 1ze shrnout v nésledujicich bodech:

1. Okruh: Farmakokinetika THC a CBD u potkant v zévisloti na zpisobu podani

e Po inhala¢ni aplikaci kombinace THC a CBD nebylo pozorovano ovlivnéni
farmakokinetiky oproti podani jednotlivych kanabinoidl samostatné.

e Perordlni a subkutanni aplikace kombinace THC a CBD vedla k 2 az 3x niz§im
sérovym hladinam CBD ve srovnani s podanim samotného CBD, zatimco
koncentrace THC byly 2x vyS$i nez v piipadé podani samotného THC — tyto
vysledky potvrzuji alteraci metabolismu THC soucasnym podanim CBD, tedy
znamého inhibitoru cytochromu P450.

e Po peroralnim anebo i subkutdnnim podani samotného CBD byla prokazana jeho
castecna konverze na THC. THC v séru 1 v mozku potkant bylo prokazovano
v celém sledovaném Case od aplikace, zatimco po subkutannim podéani samotného
CBD bylo THC detekovano az po 4 a 8 hodinach od aplikace. Jde tedy o in vivo
potvrzeni cyklizace CBD na THC u potkani typu Wistar.

2. Okruh: Casovy profil THC u ¢lovéka po inhalaéni aplikaci

e U souboru sledovanych rekreacnich uzivatell klesly hladiny THC v séru pod
2 ng/ml (zdkonna limitni per se hodnota v CR pro zakadzané fizeni pod vlivem
marihuany) jiz zhruba po 4-5 hodinach od inhala¢ni aplikace konopnych produktii
(marihuany nebo hasise).

e U chronickych uZivatelti byly hodnoty THC v séru vyssi nez 2 ng/ml i po 24

hodinach od inhalaéni aplikace konopnych produkti (marihuany nebo hasise).
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Dtivodem jsou pietrvavajici bazalni hladiny THC chronickych uzivatelii pred
pocatkem experimentu, které se odvijeji od intenzity ptfedchoziho uZzivani
konopnych produktt.

V ramci experimenti nebyla ani u jedné skupiny uzivatelii prokdzana korelace
mezi uzitou davkou a naslednou hladinou THC v séru - mj. diky velké variabilité

fyziologickych parametrt uzivateld a také diky variabilité v topografii inhalace.

Okruh: Farmakokinetika syntetickych kanabinoidi

Subkutanni podani THC vedlo k bifazickému profilu THC (tedy distribuci do
tkani a nasledné redistribuci do krevného feciste), tento jev byl pozorovan i v nasi
predchozi studii.

Podobny bifazicky profil byl sledovéan i v ptipadé podani JWH 210, zatimco
v pripadé JWH 073 doslo vzhledem k jeho vyssi lipofilité pomalejsi distribuci do
krve reprezentované dosahnutim prvni vrcholové koncentrace az po 4 hodinach
od aplikace.

Stejné jako v ptipad¢ fytokanabinoidl i syntetické kanabinoidy jsou vzhledem
k jejich lipofilité (a tedy distribuci a redistribuci do tkani) detekovatelné v séru po

omezenou dobu v zavislosti na davce a dle citlivosti analytické metody.

Okruh: Extrakce a stanoveni fytokanabinoidd v rostlinném materialu

Byla ptipravena a testovana série hydrofobnich deep eutectic solvents pro extrakci
fytokanabinoidl z rostlinného materidlu mj. také v perspektivé definovat obsah
konopnych produktt pro terapeutické indikace.

Maximalniho extrak¢niho vytézku ve smyslu sumy kanabinoidi (THC, CBD,
THCA a CBDA) bylo dosazeno pouzitim DES slozené z mentolu a kyseliny
octoveé, maximalni extrakéni vytéZek pro THC byl dosaZen pouZitim DES sloZené
z mentolu a kyseliny mravenci.

V porovnani s béznymi organickymi rozpoustédly (tj. methanol, ethanol a smés
methanol/chloroform) uZivanymi pro extrakci fytokanabinoidi z rostlinného
materidlu byly extrakéni vytézky pii pouziti DES sloZené z mentolu a kyseliny
octové vyssi o 10 az 20 % pro jednotlivé kanabinoidy, pfi¢emz vyznamna je i

Setrnost DES pro Zivotni prosttedi.
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