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ABSTRAKT

Kanabinoidy a zejména CBD jsou dnes velmi diskutované téma s obrovskym piesahem do
medidlniho prostoru. Jejich schopnost interagovat nejen s kanabinoidnimi receptory, ale i
dalSimi drahami v kombinaci s vyraznym ,hypem®, vede k testovani kanabinoidi ve velmi
Sirokém spektru indikaci 1 ptes nepfilis silnou evidenci ucinkl v klinické praxi. Dnes mame jiz
vice nez 150 izolovanych kanabinoidii, ale vyzkum je zaméfen pouze na nékolik hlavnich
kanabinoidi  jako jsou napiiklad THC, CBD, kanabigerol, kanabichromen,
hexahydrokanabinol. My jsme pro nas vyzkum zvolili dva nejznamé;jsi kanabinoidy THC a
CBD a nasi klicovou otazkou bylo, jako roli maji tyto kanabinoidy nejen samostatné, ale také
jak spolu interaguji pfi spoleném podani, jak ovlivituji chovani a jak spolecné interaguji
v zavislosti na zpiisobu podani. Toto jsme souhrnné provedli v potkanich experimentech.
Casteené prekvapivé, jsme nepozorovali typickou kanabinoidni tetradu (sniZenou citlivost na
bolestivé podnéty, hypotermii, katalepsii a celkové snizeni motorické aktivity) po podani THC,
a proto jsme si polozili otazku, co se stane, pokud misto THC pouzijeme potentnéjsi a
selektivngjsi syntetické kanabinoidy JWH-073, JWH-210. Déle v prib¢hu feSeni disertacni
prace doslo k registraci CBD (Epidolex) pro 1écbu epilepsie, konkrétné syndromu Dravetové a
Lennox_Gaustova syndromu, a my jsme se rozhodli otestovat jeho uc¢inek v riznych modelech
epileptickych  zachvati. Vzhledem ktomu, Ze tyto syndromy jsou velmi casto
farmakorezistentni, vyznacuji se tézkymi epileptickymi encefalopatiemi a manifestuji se jiz
v raném détstvi, tak jsme provedli ¢ast experimentli u mlad’at potkanti pro posouzeni G¢inku

CBD v nezralém mozku.

Na toto vSechno v riizné mife pfindsi odpoveédi naSe experimenty, kdy jsme zjistili a poprvé
souborn¢ popsali rozdily mezi kinetikou u potkanti v zavislosti na zptisobu podani (subkutanni
vs. inhala¢ni vs. peroralni). I pfes nasi snahu se ndm s pouzitim ndmi zvolenych behavioralnich
testll se ndm nepovedlo identifikovat kanabinoidni tetradu, a to ani po podani siln€ potentnich
syntetickych kanabinoidli. Nicméné& byly pozorovany silné sedativni ucinky po peroralnim
podani THC nebo jeho kombinace s CBD. V niZs§i davee THC po subkutdnnim podani byl
pozorovan anxiolyticky ucinek. Pfi testovani antiepileptického u¢inku CBD byl pozorovan
antikonvulzivni ti¢inek v modelu PTZ, kde vyssi ddvka CBD byla schopna plné zabranit tonické
fazi zachvatu. Oproti tomu CBD byl net¢inny v modelu NMDA indukovanych zachvati. V
modelu elektricky vyvolanych kortikalnich néaslednych vyboji jsme zaznamenali pouze trend
ke sniZeni poctu a trvani naslednych vyboji. Pii hodnoceni G€¢inku CBD na relativni vykon v

jednotlivych EEG pédsmech jsme pozorovali vyznamné snizeni v pasmu delta s potencialné



antiepileptickym u¢inkem CBD. Zajimavym zjisténim byl vliv CBD na motorické uceni
mlad’at, kdy po podani CBD bylo oproti kontrole zablokovéano zlepSeni po 24 hodinach v bar-
holding testu, pficemz hodinu po podani CBD se tento efekt neprojevil. Tento nalez si z divodu
uzivani CBD jako I€ku pro détské pacienty s epilepsii si zaslouzi dalsi vyzkum pro vylouceni

potencidlnich vedlejsich ucinkd.

Nami ziskané a prezentované vysledky rozsifuji poznatky o farmakokinetice kanabinoidu, a
jejich ucincich na chovani a soucasné¢ podporuji antikonvulzivni ucinky CBD. Nicméné
komplexni povaha kanabinoidniho systému, jez se projevuje vysokou variabilitou ucinka
kanabinoida v celé fad¢ publikovanych studii, a odrdzi se i na nami ziskanych vysledcich a

poukazuje na nutnost dal§iho vyzkumu.
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kanabinoidy, A9-THC, CBD, JWH-073, JWH-210, chovéani, farmakokinetika, kvantitativni
EEG, epilepsie, syntetické kanabinoidy, model akutni psychézy,



ABSTRACT

Cannabinoids and especially CBD are these days a highly discussed topic with a huge overlap
in the media space. Their ability to interact not only with cannabinoid receptors, but also with
other pathways, in combination with a huge “hype”, leads, despite the not very strong evidence
of their effects in clinical practice, to the testing of cannabinoids in a broad spectrum of
indications. Nowadays, we have more than 150 isolated cannabinoids, but the research is
focused only on the main cannabinoids like for example THC, CBD, cannabigerol,
cannabichromen or hexahydrocannabinol. For our research, we have chosen the two most well-
known cannabinoids THC and CBD, and our key question was not only what is the role of these
cannabinoids individually, but, also, how do they interact when administered together, how do
they influence behaviour and how do they interact in dependence on the method of
administration. All these questions were addressed within our rat experiments. Somewhat
surprisingly, we did not observe the typical cannabinoid tetrad (decreased sensitivity to painful
stimuli, hypothermia, catalepsy, and overall decrease in motor activity) after the THC
administration, so we wondered what would happen if we used more potent and selective
synthetic cannabinoids JWH- 073, JWH-210, instead of THC. Furthermore, in the course of the
dissertation, CBD (Epidolex) was registered for the treatment of epilepsy, specifically Dravet
syndrome and Lennox Gaust syndrome. Therefore, we decided to test its effect within different
models of epileptic seizures. Considering that these syndromes are very often
pharmacoresistant, characterized by severe epileptic encephalopathies and manifested already
in early childhood, we performed part of the experiments with young rats to assess the effect of

CBD on the immature brain.

Our experiments provide answers to all this to varying degrees, when we discovered and for
the first time comprehensively described the differences between the kinetics in rats depending
on the method of administration (subcutaneous vs. inhalation vs. oral). Despite our best efforts,
we were unable to identify a cannabinoid tetrad using our chosen behavioral assays, even after
administration of highly potent synthetic cannabinoids. However, strong sedative effects have
been observed after oral administration of THC or its combination with CBD. After a
subcutaneous administration of lower THC dose, an anxiolytic effect was observed. When
testing the antiepileptic effect of CBD, an anticonvulsant effect was observed in the PTZ model,
in which a higher dose of CBD was able to fully prevent the tonic phase of the seizure. In
contrast, CBD was ineffective in the NMDA -induced seizure model. In the model of electrically

evoked cortical aftershocks, we observed only a trend towards a decrease in the number and



duration of aftershocks. When evaluating the effect of CBD on relative performance in
individual EEG bands, we observed a significant reduction in the delta band with the potential
antiepileptic effect of CBD. An interesting finding was the effect of CBD on the motor learning
of the pups, where the improvement after 24 hours in the bar-holding test was blocked compared
to the control after the administration of CBD, while this effect was not manifested one hour
after the administration of CBD. This finding, due to the use of CBD as a medicine for pediatric

patients with epilepsy, deserves further research to rule out potential side effects.

Our results expand the knowledge about the pharmacokinetics of cannabinoids and their effects
on behavior and at the same time support the anticonvulsant effects of CBD. However, the
complex nature of the cannabinoid system, which is manifested by the high variability of the
effects of cannabinoids in a number of published studies and is also reflected in our results,

points out that further research is needed.

Key words:

Cannabinoids, A9-THC, CBD, JWH-073, JWH-210, pharmacokinetics, behavior, quantitative

EEG, epilepsy, synthetic cannabinoids, model of acute psychosis



Seznam zKratek

2-AG
SHTIA
AEA
AED

AM

ANOVA
ARRIVE

BPRS
CADSS
CBl1
CBD
CBDV
CBG

CBN
CFC
COX2
CYP-450
eCB
EPM
FABP
FDA
FDR
FST
GABA
GAD
GIT

GTCS
IL
JINK

JWH

JWH-073
JWH-210
LDB
L-DOPA
MAGL
MAPK
MBT
MES
MK-801
mPFC
NAPE
NMDA

2-arachidonylglycerol

Serotoninovy receptor 1A

Anandamid

Antiepileptic drug

Skupina kanabinoidi nasyntetizovana skupinou Dr.Alexandrosem
Makriyannisem

Analyza rozptylu
Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments

Brief Psychiatric Rating Scale

The Clinician-Administered Dissociative States Scale
Kanabinoidni receptor 1

Kanabidiol

Kanabidivarin

Kanabigerol

Kanabinol

Contextual fear conditioning
Cyklooxygenaza 2

Cytochrom P450
Endokanabinoid

Elevated plus maze

Fatty acid-binding protein

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv USA
False Discovery Rate

Test nuceného plavéani

Kyselina y-aminomaselna
Generalizovana uzkostna porucha
Gastrointestinalni trakt

Generalizované tonicko-klonické zachvaty
Intralimbicky

C-Jun N-terminalni kinaza

Skupina kanabinoidl nasyntetizovanych skupinou prof. Johnem
Williamem Huffmanem

1-butylindol-3-yl naftalen-1-yl methanon
4-ethyl-1-naftalenyl-L-fenyl-IH-indol-3-yl methanon
Light-Dark box

Levodopa - prekurzor dopaminu

Monoacylglycerol lipaza

Mitogenem aktivovana proteinkindza

Marble Burying Test

Model maximalniho elektroSoku

Dizocilpin

Medidlni prefrontalni klira
N-acetylfosfatidylethanolamin
N-methyl-D-asparagova kyselina



NORT
NPS
OCD
OFT
PCP
PKC
PL
PPAR
PTZ
Sc.
SHR
THC
THCV
TRPV
TST
VCT
VEH

Novel Object Recognition Test
Nové psychoaktivni substance
Obsedantné kompulzivni porucha
Open Field Test

Fencyklidin

Protein kindza C

Prelimbické

receptory aktivované peroxisomovym proliferatorem
Pentylentetrazol

Subkutanni

Spontanné hypertenzni potkani
A-9-tetrahydrokanabinol
A-9-tetrahydrokanabivarin
Receptory vanilloidniho typu
Tail Suspension Test

Vogeliv konfliktni test
Vehikulum



OBSAH

1.
2.

L8720 ) ) TSRS 12

LITERARNIE PREHLED ......ccoooooiiiiiimiiteeeseeese et st ssssssssss sttt ssssssssssssssssssassssnssees 15
2.1.  Konopi a fytokanabinoidy ...............cccceiiiiiiiiiiiiie e 15
P2 & L 170) (o 1] 1 10) o) (PO PSPPSR 16
2.3. Endokanabinoidni SYStEM.............cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiieniesee et 19
2.4. Akutni ucinky fytokanabinoidi u lidi a v animalnich modelech ..................c..cc.coceee 21
2.4.1. A9-tetrahydrokanabinol (THOQ) ..........cccccoiiiiiiiiiiiiiee e 21
2.4.2. Kanabidiol (CBD)..........cccooiiiiiiiiieee ettt sttt 23
2.5. Antipsychoticky G¢inek CBD .............cooiiiiiiiiiiie e 24
2.6.  Anxiolyticky a antidepresivni G€inek CBD .............ccccoiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeene 27
2.7.  Kanabinoidy a epilepsie.........cc.cccoiiiiiiiiiiiiii e 29
2700 EPIIEPSIC ... e ae 29
2.7.2. Kanabinoidy a jejich ovlivnéni ZAchvatil ...............ccccoooiiiiiiniiini e 30
2.8. Nové syntetické Kanabinoidy ...............cocoiiiiiiiiiiiiiiiie e 33

CILE PRACE A HYPOTEZY ....cooooomtiimiiiiriieeeiseeiseessseessessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 35

EXPERIMENATLNI POSTUPY ....ccovttiimiimiiiieteeisessssessesssessssssessssessssssssesssssssssssssssesees 38
Q. ZIVIFALA.....coiiiiiiie ettt h e h e st st be b e e be e s beeshe e st e eateeneen 38
4.2, APHKOVANE TALKY......cooiiiiiiiiiiie ettt st sttt ae e 39
2% TR N 5 (O 1 63 2 ) TSRO 39
4.2.2. JWH-073 2 JWH 210 ..ottt ettt ettt ettt e e sae e 40
4.3.  FarmakoKinetiKa ............cocioiiiiiiiiiieeee e 40
4.4. Behavioralni eXperimenty............ccocceoiiiiiiniiiiiiiiiniiee ettt e sbe e ssare e sbeeenareeeas 41
4.4.1. Test oteVIFeNENO POIE...........c.oocviiiiiiiiiierere et nae e 41
4.4.2. Prepulzni inhibice GleKOVE FeaKCe ............cccevvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiccec et 42
4.4.3. Motorické testy U MIAM AL ...........c.cooiviiiiiiiiiiiiieee ettt st s sare e 42
4.5. Hodnoceni zavazZnosti epileptickych zachvati u mlad’at................cccccovvevvviniiniennennen, 43
4.6. Vliv CBD na excitabilitu mozku v modelu naslednych vyboji u potkana..................... 44



4.6.1. Implantace eleKtrod ...............coooiiiiiiiiiiiii e e 44

4.6.2. Nahravani EEG a stimulacni poStupy ..........ccccooceririininieninieeneeeseeee e 45
4.7, Statisticke MeELOAY ........cccoeriiiiiiiieie e 46

VYSLEDKY .....ooviumiitmieemeseseesseesssessseesssssssseessesssssesssssssssesssssssessssesssssssssessssssssssssssesssnesees 49
5.1. Srovnani vysledki farmakokinetiky kanabinoidii ..............c.ccoccovirininiiininncneee 49
5.2.  Srovnani vysledki behavioralnich experimentii po podani kanabinoidi...................... 53
5.2.1. Test otevieného POIe.............ccoceiiiriiiiiieiiieee e e e e 53
5.2.2. Test prepulzni inhibice (PPI) akustické tilekové reakce (ASR) ........cccooviiiiiiiniiinnnennns 53
5.2.3. MOtOTICKE teSTY ....oouviiiiiiiiiiiee et 53
5.2.4. Model PTZ a NMDA indukovanych zachvati ...............ccccoovievininiininneneneecneee 61

5.2.5. CBD v modelu kortikalnich naslednych vyboji — nepublikované vysledky

PFIpravované K publiKaci...........ccoooiiiiiiiiieiieeece e e 64

SOUHRNA DISKUZE ........oivvirriimriiimessisessssessssssesssssesssssssssssssssssesssssssssssesssssesssssssssesnees 74
6.1. Farmakokinetika pfirodnich a syntetickych kanabinoidii...............c.ccocceveninieninnennne. 74
6.2. Behavioralni ucinky pfirodnich a syntetickych kanabinoidii ................cccccocerveninennene. 75

6.4. Vliv CBD na excitabilitu mozku v modelu naslednych vyboji u potkana

(NepublKovaNE VYSIEAKY).......coouiiiiiiiiiiieieeeee ettt ettt st ae e 79
To ZAVER ..ot 82
8. SeZNAM ODTAZKIL .....c.eoiiiiiiiiiiieee ettt sttt st sae e e 83
9.  SEZNAM POUZITE LITERATURY .......cocoviiimrneeeeeieenseeeeesssseessessssssssessesssssssssssssssssesnenns 84
10. PUBLIKACE A PREZENTACE AUTORA .........occcoitiiiteeeneetet ettt 122
10.1. Seznam publikaci in extenso, které jsou podkladem disertaéni prace. ........................ 123
10.2. Seznam publikaci in extenso, bez vztahu k disertacni praci .............c.ccccovvvininennn. 123
10.2.1. Recenzované publikace Bez IF ..............ccoccooiiiiiiiiiiiiiiieeee e 125
10.2.2. Popularizacni ClANKY ..........cccooiiiiiiniecee e e 125
11. PRILOHA — ORIGINALY PLNYCH TEXTU PUBLIKACT.......cc..coonuevvmrrrinnrriirneerinnns 126



1. UVOD

V soucasné dobé je z konopi izolovéno jiz vice nez 150 rGznych kanabinoidi a spolecensky
zajem o jejich studium a jejich vyuziti v medicing, tak 1 v komerc¢ni sféfe velmi vyrazné stoupa
(Bhattacharyya et al., 2010; Englund et al., 2016; Hanus et al., 2016; Mechoulam et al., 2014;
Senn et al., 2020). Pfi identifikaci u¢innych latek v konopi také nelze opomenout terpeny, které
jsou odpovédné za typické aroma konopi. Jedna se o obdobné¢ jako u kanabinoidii o Siroké
spektrum lipofilnich latek, schopnych dobfe prochazet hematoencefalickou barierou.
V soucasné dobé bylo v konopi izolovano vice nez 100 riiznych terpenti. Hladiny terpeni a
kanabinoida spolu pozitivné koreluji a mohou spole¢né slouzit jako chemotaxomické markery
jednotlivych typt konopi. Terpeny také mohou ovliviiovat celou fadu fyziologickych funkci a
vykazovat fadu potencidlné terapeutickych ucinkl a také dale modulovat ucinky kanabinoida.
Terpeny také mohou ovliviiovat celou fadu fyziologickych funkci a vykazovat fadu potencialné
terapeutickych ucinkt a také dale modulovat U€¢inky kanabinoidd (Andre et al., 2016; Namdar
et al., 2019). Nejvice zastoupenymi a také prozkoumanymi kanabinoidy jsou delta-9-
tetrahydrokanabinol (A9-THC) a kanabidiol (CBD), které maji vyrazn¢ odlisné az protichtidné
ucinky (Alexander, 2016; Schubart et al., 2014; Whiting et al., 2015; Zhornitsky & Potvin,
2012). Rekrea¢nimi uzivateli jsou vyhledavany rostliny a vytazky z konopi s vysokym obsahem
psychoaktivniho A9-THC, pro navozeni euforickych stavii. Oproti tomu CBD piisobi spise jako
protivaha A9-THC, nevykazuje psychoaktivni UCinky aje schopny castetné¢ normalizovat
psychotomimetické ucinky A9-THC (Bhattacharyya et al., 2010; Englund et al., 2013). Diky
zvySujicimu se porozuméni endokanabinoidnimu systému se terapeuticky zdjem o konopi
ucinky, schopnost potlacovani nauzei a zvraceni doprovazejici 1é¢bu rakoviny ¢i AIDS,
antikonvulzivni G¢inky konopi, modulace anxiety nebo zapojeni kanabinoidniho systému u
psychiatrickych onemocnéni jako jsou schizofrenie, deprese ¢i posttraumaticky syndrom.
Nicméné klinickd evidence Gi¢innosti konopi je, aZ na vyjimky, pro celou fadu indikaci velmi
omezena pro objektivni zhodnoceni uc¢innosti. Mimo tyto veskrze pozitivni a také dosti
medializované u¢inky konopi je dillezité také zminit 1 rizika spojend s uzivanim konopi. Velmi
intenzivnim tématem vyzkumu potencidlnich rizik pro uZivatele konopi je naruSeni
endokanabinoidniho systému s naslednym rozvojem ¢i zhorSenim psychiatrickych
onemocnéni. Podavani agonistt CBI1 receptoru je pouzivano v ramci experimentalnich

neuroveéd jako model kanabinoidni psychdzy (Bhattacharyya et al., 2010; McLaughlin et al.,

1SUKL, 9.1.2023 - https://www.sukl.cz/konopi-pro-lecebne-pouziti
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2013). U pacienti se schizofrenii bylo popsdno vyrazné naruseni poctu a distribuce
kanabinoidnich receptorti (Dean et al., 2001; Eggan et al., 2008; Newell et al., 2006; Zavitsanou
et al., 2004). Dochazi také ke zménam koncentrace jejich endogennich ligandii a podani
agonistil CB1 receptoru zhorSuje symptomatiku pacientii se schizofrenii (Giuffrida et al., 2004;
Koethe et al., 2009; Leweke et al., 2007). Navic se ukazuje, ze dlouhodobé uzivani konopi
s vysokym obsahem A9-THC nebo syntetickych kanabinoidll v adolescentnim véku vyrazné
zvysuje pravdépodobnost rozvoje psychotické poruchy (Levine et al., 2017; Murray et al.,

2016).

Pro lepsi pochopeni léCebného potencialu a odhaleni rizik uzivani konopnych preparati
je dilezité charakterizovat nejen U¢inky jednotlivych kanabinoidu a dalSich latek obsazenych
v konopi, ale také zaméfit se na interakce mezi jednotlivymi kanabinoidy. Na tyto interakce
se v poslednich letech zaméfuje fada vyzkumnych studii pro definovéni idealniho poméru mezi
A9-THC a CBD, které¢ by odpovidalo konkrétni indikaci pacienta. Tyto interakce zatim nejsou
pln€ pochopeny ani z hlediska farmakokinetiky kanabinoidii, ani z hlediska behaviordlnich
ucinkd, a jsou zavislé na pomérech pouzitych kanabinoidd (McPartland et al., 2015; Todd et
al., 2017; Zuardi et al., 2012). Casto je také problematické srovnani vysledki preklinickych
studii s Gdaji zjisSténymi u lidi z divodu ¢asto odlisného zplsobu podani kanabinoidd. Lidé
typicky vyuzivaji inhala¢ni podani (koufeni, vaporizaci), peroralni podani, nebo dermalni
aplikaci ve form& masti. Oproti tomu v preklinickém vyzkumu je z divodu presného davkovani

kanabinoidi preferovano injekéni podani.

Vyzkum konopi sebou nese také vyrazna spolecenska rizika, jako je fenomén vyskytu SPICE,
tedy rostlinnych smési s obsahem novych syntetickych kanabinoidii, casto pivodné
designovanych pro studium endokanabinoidniho systému, a jejich rekreacniho uZivani. Tyto
latky maji Casto vyrazné vyssi afinitu ke kanabinoidnim receptoriim (2-100 x) a oproti uzivani

konopi mize po uziti nékterych téchto latek dochazet k té€Zkym otravam 1 imrtim.

Bézné jsou pozorovany odlisné az protichtidné fyziologické u¢inky kanabinoidii v zavislosti na
zvoleném davkovani, jako ptiklad anxiolytické vs. anxiogenni u€inky A9-THC. Vyzkum
konopi je stale ve stfedu zajmu celé fady nejen farmaceutickych spolecnosti, ale také mezi jeho
rekreanimi uZivateli, pacienty vyuZivajicimi jeho ucinky formou sebemedikace, ¢i celou fadou
komer¢nich subjektti vyrdbéjicich 1 prodavajicich konopné vyrobky, jako je kosmetika,
vyzivove dopliiky a potraviny. To vede k vyraznym tlaktim na uvolnéni legislativnich pravidel

omezujicich uzivani konopi a produktii od n&j odvozenych.
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V ramci této disertacni prace byly provedeny Ctyfi studie zabyvajici se akutnimi u¢inky THC,
CBD a syntetickymi agonisty CB1 receptoru JWH-073 a JWH-210, které jsou fazeny mezi
Nové psychoaktivni substance (NPS). V prvni studii bylo provedeno ovétreni akutnich
propsychotickych u¢inkit THC po jednorazovém podani u dospélych zvirat, jako ptipadny
model kanabinoidni psychdzy. V této studii jsme také soubézné hodnotili schopnost CBD
zvratit propsychotické u€inky THC. Déle zde byl porovnan farmakokineticky profil THC, CBD
a jejich kombinace ve tfech riiznych zpusobech podani pro zvySeni vypovédni hodnoty celé
studie a lep$i porovnani s bézn¢ pouzivanymi zptisoby podavani konopi mezi uzivateli. V druhé
studii jsme navazali na zabéhnuté metody pro stanoveni propsychotického ptsobeni THC a
rozhodli jsme se provést evaluaci novych syntetickych kanabinoidi (JWH-073 a JWH-210),
z diivodu jejich vyskytu mezi rekreacnimi uzivateli a s tim spojovanymi tézkymi otravami.
Provedené farmakokinetické analyzy kanabinoidd, ale také jejich stanoveni a vycisténi
v ptipadé novych syntetickych kanabinoidii by nebylo mozno provést bez spoluprice s
Ustavem soudniho 1ékaistvi a toxikologie (USLTOX), 1. lékaiskou fakultou Univerzity
Karlovy a Laboratofi forenzni analyzy biologicky aktivnich latek (BAFA), Vysoké Skoly
chemicko-technologické.  Diky  spolupraci s oddélenim  Vyvojové epileptologie,
Fyziologického tustavu AV CR, se nam povedlo provést také dvé studie zaméiené
na antiepilepticky u¢inek CBD, a to jak v nezralém mozku ve dvou modelech chemicky
indukovanych epileptickych zachvati, tak 1 u dospé€lych zvifat v modelu elektrickou stimulaci
vyvolanych naslednych vybojl. Zjisténé nalezy, mimo vysledky antiepileptického uc¢inku CBD
v modelu naslednych vyboji u dospélych zvitat, byly publikovany ve tfech impaktovanych
publikacich pftilozenych v disertacni praci a prispéli tak k rozsiteni dostupnych poznatkt ve

vyzkumu kanabinoidd.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1. Konopi a fytokanabinoidy

Rostliny konopi (Cannabis) jsou jednoleté dvoudélozné rostliny, které jsou ve vétsing ptipada
dvoudomé (Ize odlisit sam¢i a samici rostliny), nicméné se mohou vzacné objevovat jednodomé
varianty rostlin s pfitomnosti obou pohlavi na jedné rostlin€. Velikost konopi mtzZe byt velmi
riznorodd v zavislosti na druhu a kultivaru rostliny a samoziejmé také v zdvislosti na
environmentalnich podminkéach. Bézn¢ tyto rostliny dosahuji vzriistu v rozmezi 1-3 metrt,
nicmén¢ se mohou vyskytovat i vyrazné vyssi rostliny. Konopi je z hlediska taxonomicky
zatazeno do ¢eledi Konopovitych a samotné rozdéleni rostlin na jednotlivé poddruhy je stale

pfedmétem diskuse (Barcaccia et al., 2020; Gloss, 2015; Turner et al., 1980).

Konopi se bézné rozd€luje na dva (v n€kterych ptipadech tfi) samostatné poddruhy, a to konopi
seté¢ Cannabis sativa L., konopi indické (Cannabis indica Lam.) a ptipadné konopi rumistni
(Cannabis ruderalis Jan.), zndzornéno viz. Obrdzek 1. Pfi déleni konopi na dva poddruhy je
konopi rumistni povazovano za planou formu konopi setého, méné rozvétvenou rostlinou
s nizkym vzriastem do 50 cm, mélo vétvenym stonkem a také s velmi nizkym obsahem

kanabinoidi (Barcaccia et al., 2020; Gloss, 2015; Turner et al., 1980).

indica

sativa

ruderalis

ruderalis

Obrazek 1 Morfologické srovnani jednotlivych poddruhii konopi,
prevzato: MOCA: Modern Cannabis, CCO, prostiednictvim Wikimedia Commons,
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:The_Three Cultivars_of the_Cannabis_Plant.png
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V lednu roku 2023 doslo k novelizaci evropské legislativy a ke zvySeni mozného obsahu THC
v tzv. technickém konopi.? Nové jsou za technické konopi povazovany rostliny s obsahem
niz8im nez 0,3 % A9-THC v suSin¢ s apikalni €asti rostliny, ve vétSiné piipada tyto rostliny
spadaji pod konopi seté C. Sativa) a odrady s obsahem A9-THC nad 0,3 %, kam spadaji rostliny
konopi péstované pro jejich psychoaktivni ucinky a také fada odriid pro medicinalni pouziti.
Nicméné v sou¢asné dobé je v Ceské republice moZné péstovat, skladovat a zpracovéavat konopi
s obsahem az do 1 % A9-THC, jako technické konopi (dle zakona €. 167/1998 Sb.). U rostlin
pestovanych pro psychoaktivni uc¢inky a lécebné ucely mize byt obsah A9-THC v suSin€ i vice
nez 20 %. Dle nizozemské studie doslo k masivnimu narastu obsahu A9-THC ve velmi kratké
dobé¢ 5 let v rozmezi roku 1999-2004 (Pijlman et al., 2005). Obdobné naristy obsahu A9-THC
byly také zaznamenany v dalsi studii (Mehmedic et al., 2010). Nicméné byla také vysSlechténa
fada odrid konopi vyuzivanych pro 1é¢ebné Ucely s velmi vyrazné potlacenym obsahem A9-
THC ve prospéch CBD (Mehmedic et al., 2010). Piikladem téchto rostlin s vysokym obsahem
CBD mohou byt naptiklad odridy Bediol, Cherry wine, Lifter. Morfologicky se konopi seté
odliSuje od konopi indického vyssi stavbou rostliny, s del§imi tzkymi listy, kvéty jsou oproti
indickému konopi vétsi, nicméné méné kompaktni. Oproti tomu se indické konopi vyznacuje
niz§im rastem, avSak robustnim vétvenim, srozmérové menSimi vice prisedlymi kvéty.
Z divodu Sirokého vyuziti konopi v celé fadé oborti, je konopi v soucasné dob¢ rozsifené na
vSech kontinentech mimo subpoléarni a polarni podnebny pas (Barcaccia et al., 2020; Gloss,

2015; Turner et al., 1980).

2.2. Historie konopi

Konopi provazi ¢lovéka jiz od neolitickych dob. Je popisovano v Ciné jiz 6000 let pf.n.l. jako
zdroj potravy a 4000 pt.n.l. jako textilni plodina a pozdéji také jeji vyuziti v ¢inské medicing
(Crocq, 2020; Hand et al., 2017; Zuardi, 2006). Spalovani konopi pro ritualni ucely je znameé
J1z 5000 let ptf.n.l. VyuZivani konopi pro psychoaktivni ¢ely v Evropé je popsano Hérodotem
z Recka roku 440 pt.n.l. v dile zabyvajicim se Zivotem Skythii. To podporuji i nalezy ritualnich
nadob s obsahem konopi a opia ve skytskych hrobkach (Crocq, 2020; Hand et al., 2017; Zuardi,
2006).

V timské 1isi bylo konopi povazovéano za I¢k jiz v 70 let po Kristu. O jeho psychoaktivnich

ucincich se také zminuje Galén 170 let po Kristu (Crocq, 2020). Ve 12 stoleti je jiz kanabis

2 NARIZENI EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY (EU) 2021/2115,
COMMISSION DELEGATED REGULATION (EU) 2022/126
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a z n¢j ziskany hasi§ velmi populdrni v celé oblasti stfedniho vychodu a rozsifuje se co Egypta
(Crocq, 2020; Zuardi, 2006). V 17. stoleti je konopi péstovano jako textilni plodina
v anglickych a francouzskych kolonii, ale také se spolu suzivanim opia objevuje
v Konstantinopoli. Spolu s francouzskymi vojaky byl také zvyk koufeni konopi piivezen

z oblasti Egypta do Francie.

Vzhledem k oblibenosti uzivani konopi pro jeho psychoaktivni G€inky se také v historii také
velmi Casto objevuji restrikce uzivani konopi. Prvni dochované zminky o zdkazu uzivani konopi
pochézi z oblasti Arabie, ze 13.stoleti (Ballotta et al.,2008, Crocq, 2020). Ke konci 18. stoleti a
pocatkem 19. stoleti dochézi k celé fadé zakazu drzeni konopi. S obdobim kolonidlni nadvlady
také dochdzelo k zdkazu konopi jak v oblastech, kde bylo historicky konopi uzivano,
tak 1 v oblastech kde bylo importovano spolu s otroky. V roce 1798 v Egypté vyhlasil Napoleon
Bonaparte zdkaz uzivani konopi mezi francouzskymi vojaky. Restrikce pro drzeni a uzivéani
konopi jsou také znamy z celé fady britskych kolonii, jako je Indie (roky 1838, 1871, 1877),
vroce 1840 bylo zakazano drzeni konopi na Mauriciu a pozdéji v roce 1870 bylo konopi

zakazano indickym délnikim v Singapuru a i v Jizni Africe (Ballotta et al., 2008).

V 1. poloving 20. stoleti je konopi povazovano v zadpadni Evropé a v USA za spiSe okrajovy
problém spolecnosti v porovnani s kokainem, opidty, a s alkoholovou prohibici v USA. Navic
je uzivani konopi spojovano pievazné s menSinami pochéazejicimi z kolonialnich oblasti.
Nicméné v roce 1925 je konopi poprvé pfifazeno na seznam drog pod mezindrodni kontrolou
vramci tzv. druhé mezinarodni imluvy o opiu. V souvislosti s timto zafazenim konopi
na seznam drog zakazala Velkéa Britanie uzivani konopi v roce 1928 a roce 1937 je konopi
zakazano v USA na federalni Grovni (Collins, 2020; Pacula et al., 2002). Sedesata 1éta
20. stoleti jsou spojena s hnutim Hippies a masivnim naristem obliby konopi mezi mladymi
lidmi v USA, Kanadég, Velké Britanii, Australii a Novém Z¢élandu. Tento trend uzivani konopi
vedl k fadé restrikci v 70. a 80. letech v ramci protidrogové kampang, primarné vedenou USA.
V roce 1961 byla v radé OSN schvalena umluva o celosvétovém omezeni konopi pro jiné nez
lécebné tcely. V roce 1970 USA novelizovaly zakon z roku 1937 a konopi bylo zatazeno do I.
kategorie nebezpecnych latek omezujici 1 jejich terapeutické pouziti. V ramci boje proti drogdm

byla v fad¢ zemi omezena nebo zcela zastavena legalni produkce konopi (Pacula et al., 2002).

Nicméné 1 pres restrikce je konopi a latky v konopi obsazené ve stiedu zdjmu pro mozné
medicinalni vyuziti v moderni medicing. Jako prvni byl izolovan koncem 19. stoleti, strukturné

popsan pocatkem 30. let kanabinol (CBN), slouzici jako prekurzor dalsich kanabinoidd, jako je
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CBD a A9-THC (Appendino, 2020; Cahn, 1933). Jeho chemické syntézy bylo dosazeno v roce
1940, téhoz roku byl izolovéan z konopi kanabidiol a od dva roky pozdéji A9-THC (Adams et
al., 1940; Appendino, 2020; Wollner et al., 1942). Struktura a stereochemie CBD a A9-THC
byla popséana pro CBD v roce 1963 (Mechoulam & Shvo, 1963) na Hebrejské univerzité
v laboratoii Raphela Mechoulama a o rok pozdé¢ji bylo v téze laboratofi popsano A9-THC
(Gaoni & Mechoulam, 1964). Mezi dalSi velmi dualezit¢ milniky vyzkumu konopi a
kanabinoidi je nutné zaradit identifikaci kanabinoidnich receptort. Kanabinoidni receptor CB1
byl popsan v roce 1990 ve spolupraci s laboratoti Raphela Mechoulama (Devane et al., 1988;
Matsuda et al., 1990) a vroce 1992 byl v téze laboratofi izolovan a popsan, analytickym
chemikem prof. Lumirem HanuSem, také jeho endogenni ligand arachidonylethanolamid
(AEA), pojmenovany anandamid (Devane et al., 1992; Hanus et al., 1993). V roce 1993 byl
popsan v Cambridge v laboratofi Seana Munra druhy zndamy kanabinoidni receptor CB2
(Munro et al., 1993). Uvodni milniky vyzkumu kanabinoidniho vyzkumu jsou piehlednd
shrnuty v (Appendino, 2020; Howlett et al., 2002; Pertwee, 2006). Tyto objevy velmi vyrazné
zvysily zdjem o konopi. Lze tak mluvit o objevu endokanabinoidniho systému. V soucasné

dobé je znamo jiz vice nez 100 kanabinoidl obsazenych v konopi (Bhattacharyya et al., 2010).

V navaznosti na nékteré terapeutické Uspéchy podavani konopi doslo k povoleni konopi
pro lékaiské ucely v roce 1996 v Kalifornii, v rozporu s federalnimi zdkony USA (Pacula et al.,
2002). V Evropé jako prvni c¢aste¢né dekriminalizovalo konopi Nizozemsko v roce 1972
rozdélenim drog do dvou kategorii podle nebezpecnosti. V roce 2001 Portugalsko
dekriminalizovalo drZeni drog pro vlastni potfebu a vfadé zemi postupné nasledovala
dekriminalizace drzeni konopi pro vlastni potiebu (Ceska republika v roce 2010) (zdroj

EMCDDA?).

V soudasné dobé& je uzivani konopi pro lécebné ucely v CR mozné v piipadé chronické
neutiSitelné bolesti (zejména bolest spojend s onkologickym onemocnénim, degenerativnimi
stavy pohybového systému, imunopatologickymi stavy, neuropatické bolesti, ¢i bolesti
pti glaukomu), pfi neurologickych potizich jako jsou spasticity u roztrousené sklerozy,
poranéni michy, trazech mozku, neurologickém tfesu, pii Parkinsonové chorob¢ C¢i
mimovolnych pohybech. PouZiti konopi je mozné 1 pro dalSi neurologické onemocnéni dle
zvéazeni oSetfujiciho 1€kare-specialisty. Dale je konopi mozné ptedepsat pro nauzeu, zvraceni,

stimulace pfijmu potravy v pacientll s HIV nebo u onkologickych pacientli. Konopi lze také

3 European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction (2018), Cannabis legislation in Europe: an overview,
Publications Office of the European Union, Luxembourg
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pfedepsat na povrchovou lécbu dermatoz a slizni¢nich 1ézi. Z hlediska psychiatrie je pfedepsani
konopi mozné na Gilles de la Tourettiv syndrom®. V roce 2018 byl CBD schvélen americkym
Utadem pro kontrolu potravin a 16¢iv (FDA) pro 1é¢bu pediatrické refrakterni epilepsie, tj.

syndrom Dravetové a Lennox-Gastautiv syndrom (Corroon & Kight, 2018).

2.3. Endokanabinoidni systém

V ramci vyzkumu kanabinoidli a snahy o porozuméni jejich pleiotropnich t€inkt byly vyvijeny
aktivity vedouci k objeveni fyziologickych drah odpovédnych za ucinky izolovanych

kanabinoidi (pievazné THC) a lokalizovani fyziologickych cilti kanabinoidl v organismu.

Kanabinoidni receptory se fadi mezi receptory spfazené s G proteiny, jsou Siroce exprimovany
v celé radé tkani, moduluji fadu fyziologickych procest a podileji se na udrzovani homeostazy
v organismu. CB1 receptor je primarn¢ exprimovany v CNS a na perifernich nervech, nicméné
lze jej vnizSich koncentracich lokalizovat také v gastrointestindlnim traktu (GIT),
kardiovaskularnim systému, tukové i svalové tkéani, reprodukénich tkanich, jatrech a slinivce
(Ligresti et al., 2016). V CNS jsou CBI1 receptory nejvice exprimovany v oblasti hipokampu,
kortexu, bazalnich ganglii a mozecku. V mensi mife jsou také zastoupeny v amygdale, nucleus
accumbens. Oproti tomu jsou jen velmi ojedinéle exprimovany v oblasti mozkového kmene
(Herkenham et al., 1990; Kendall & Yudowski, 2016; Mackie, 2005; Moldrich & Wenger,
2000). CB1 je v CNS lokalizovan primarné v presynaptické casti neuronid, a to jak na
excitacnich (glutamatergnich), tak i inhibi¢nich (GABAergnich) neuronech. Ve vyrazné niZsi
mife mohou byt CB1 receptory exprimovany také na postsynaptické ¢asti neuronti (Herkenham

et al., 1990; Kendall & Yudowski, 2016; Mackie, 2005) .

CB2 receptor je Casto oznacovany jako periferni CB2 receptor lokalizovany na bunkach
imunitniho systému a v kostni tkani (Ofek et al., 2006; Onaivi et al., 2012). V CNS je CB2
receptor za fyziologickych podminek jen velmi tézko detekovatelny, ale mize byt silné
exprimovan na mikrogliich a astrocytech v pfipad¢ probihajictho z&nétu. Nicméné byla
prokazéana exprese dvou rtiznych izoforem CB2 receptoru v nativnim mozku (na neuronech,
gliovych 1 endotelidlnich bunikach). V soucasné dobé se uvazuje o zapojeni do modulace
zavislosti, poruch piijmu potravy a dalSich neuropsychiatrickych onemocnénich i mimo jejich
imunomodulacni funkci (Onaivi et al., 2012). Pti aktivaci CB1 receptoru asociovaného s G

proteinem typu Gi/0 nebo méné obvykle s Gq dojde k aktivaci mitogenem aktivované

4SUKL, 9.1.2021 - https://www.sukl.cz/konopi-pro-lecebne-pouziti;
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proteinové kinazy (MAPK) typu ERK1, ERK2, p38 MAPK nebo JNK, také dochézi k inhibici
adenylatcyklazy a tim také ke snizeni cAMP a inhibici protein kindsy A. Dale dochazi k inhibici
nap&tové fizenych Cay " kanali typu L, N a P/Q, zvySeni intracelularni koncentrace K* a snizeni
uvoliiovani neurotransmiterti do synaptické Stérbiny (Dalton et al., 2012). Samotné hledani

endogennich ligandt kanabinoidnich receptorii bylo ze zacatku obtizné.

Jako pravdépodobné ligandy kanabinoidnich receptorti se nejdiive hledaly hydrofilni latky
analogické k endorfinim. Na zaklad¢ lipidové povahy THC se zacalo hledani ligandii
zamétovat na lipidové molekuly, coz vedlo k zaméfeni na eikosanoidy, konkrétné na AEA a 2-
AG (Fezza et al., 2014). Tyto dvé molekuly jsou dnes povazovany za hlavni endokanabinoidy
(eCB). Vramci vyzkumu endokanabinoidniho systému byla objevena celd tada dalSich
endokanabinoidi odvozenych od kyseliny arachidonové (oznacované jako n-6-
endokanabinoidy, napt virodhamin, noladin ether), ale také odvozenych od n-3-
polynenasycenych mastnych kyselin, napf. od kyseliny eikosapentaenové nebo
dokosahexaenové. Prehled téchto endokanabinoidi a jejich cild je popsan v piehledném ¢lanku
(Fezza et al., 2014). AEA je ziskdvan hydrolyzou N-acetylfosfatidylethanolaminu (NAPE)
pomoci NAPE specifické fosfolipazy D, nebo dalSimi vicekrokovymi cestami. 2-AG je ziskan
hydrolyzou diacylglycerolu pomoci diacylglycerol lipizzy DAG (DAGLa nebo DAGLS,
DAGLa je primarni zdroj v dospélém mozku) (Di Marzo & Piscitelli, 2015; Tanimura et al.,
2010). AEA se oproti 2-AG vyskytuje ve vyrazné nizSich koncentracich s vysokou afinitou
k CBI receptoru, kde ucinkuje jako parcialni agonista. U CB2 receptoru se AEA chova jako
velmi slaby parcialni agonista ¢i pfimo antagonista. 2-AG ucinkuje jako plny agonista jak na
CBl1, tak 1 CB2 receptory. AEA ma vyrazné€ niz$i afinitu k obéma CB receptorim nez 2-AG
(D1 Marzo & Piscitelli, 2015; Fezza et al., 2014; Pertwee et al., 2010). Bylo prokéazéano, Ze 2-
AG je vyrazné vice zapojen do retrogradni regulace uvoliiovani neurotransmiterti nez AEA, coz
podporuje presynapticka i postsynapticka distribuce DAGLa, respektive MAGL Bylo také
prokdzano, Ze signalizace CB1 receptoru je odliSnd mezi inhibi¢nimi a excitaénimi neurony.
AEA je také ucinny jako ligand pro aktivaci vanniloidniho kanalu TRPV1 (Zygmunt et al.,
1999, 2013) nebo receptort aktivovanych peroxisomovym proliferatorem PPARy (Bouaboula
et al., 2005; Pistis & Melis, 2010). Transmembranovy transport endokanabinoidli a jejich
intracelularni smétovani k cilovym receptorim ¢i enzymim neni v soucasné dob& uplné
objasnéno. Je mozné, ze k transportu endokanabinoidli dochézi pasivni difuzi, ptenosem eCB
v komplexu s cholesterolem, endocyt6zou. Specifické prenasece nebyly dodnes objeveny.

Nicméné se zda, Ze pro transmembranovy transport je nutnd minimalné 1 dvojna vazba na
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acylovém fetézci. V rameci intracelularniho transportu mohou byt eCB skladovany v lipidovych
kapickach nebo v adiposomech. Déale mohou byt v intracelularnim prostoru pfenaseny pomoci
intracelularnich transportéri jako je hot shock protein 70(Hsp70), nebo pomoci proteinti
vazajicich mastné kyseliny (FABP) ¢i piipadné ve vazbé na albumin (Fezza et al., 2014;
Kaczocha et al., 2009; Oddi et al., 2008, 2009). Transport 2-AG je s nejvétsi pravdépodobnosti
zajistén stejnymi mechanismy. eCB mohou pasivné difundovat pfes membranu, nicméné jejich
transport muze byt vyznamné urychlen pomoci lipidovych rafti. Endokanabinoidy jsou
odstraniovany primarné¢ pomoci hydrolyzy. AEA je degradovan pomoci amidové hydrolazy
mastnych kyselin (FAAH-1), oproti tomu 2-AG je hydrolyzovan pomoci monoacylglycerol
lipazy (MAGL), FAAH-1, nebo serinovou hydrolazou a, . Endokanabinoidy mohou byt také
odbouravany pomoci oxidace, zajiStované pomoci cyklooxygenazy 2 (COX 2)(Fezza et al.,

2014).

2.4. Akutni uéinky fytokanabinoidii u lidi a v animalnich modelech

V ramci tohoto literarniho ptehledu nize budou podrobnéji popsany dva nejznaméjsi a nejvice
popsané kanabinoidy THC a CBD, které byly vyuzity v ramci experimentalni ¢asti predkladané

prace.

2.4.1. A9-tetrahydrokanabinol (THC)

U lidi je nejcast&jsi zpisob podani THC inhalacni, které se vyznacuje vysokou bio-dostupnosti
THC s maximalnimi sérovymi hladinami i subjektivnimi U€inky v fddu minut po podani
(Huestis et al., 1992), podobné& rychly nastup ma také intraven6zni podani THC, které vSak neni
béZnymi uZivateli pouzivané a je specifické spiSe pro preklinicky a klinicky vyzkum
(Bhattacharyya et al., 2010; Englund et al., 2016). Dal§im ¢astym zpiisobem uzivani THC je
peroralni podéani s obvykle opozdénym nastupem subjektivnich ucinkd o 30-120 minut a také
se snizenim a zpozdénim maximalnich koncentraci THC v séru o 1-6 hodin. Peroralni podani
THC muZe tvofit bifazicky farmakokineticky profil, kvilili enterohepatadlnimu ob&hu a také zde
diky vyznamnému first-pass efektu dochazi k detekci typicky vyssich hladin psychoaktivniho
metabolitu 11-OH-THC nez u ostatnich zpsobt podani (Huestis, 2007). Psychoaktivni i€¢inky
THC jsou primarné zpiisobeny parcidlni vazbou THC na CB1 receptory, nicméné¢ THC déle
interaguje s fadou dalsich nekanabinoidnich receptorti (Campos et al., 2012; Mechoulam et al.,
2014). THC, obdobné jako jini CB1 agonisté vyvolava u mysi typické G€inky oznacované jako
kanabinoidni tetrada. Kanabinoidni tetradu Ize pozorovat jako snizenou citlivost na bolestivé

podnéty, hypotermii, katalepsii a celkové snizeni motorické aktivity (El-Alfy et al., 2010;
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Katsidoni et al., 2013). Nicméné¢ téchto ucinkt je dosahovéno az ve vyssich davkach THC nebo
pfi pouziti potentnéjSich syntetickych kanabinoidii. U nizsich ddvek THC miZe oproti tomu
dochazet i k mirnym stimula¢nim G¢inktim a k navyseni motorické aktivity (Micale et al., 2013;
Uttl et al., 2018). U lidi m& THC celou skalu psychoaktivnich uc¢inki, do zna¢né miry zavislé
na davce. V nizsich dadvkach dochazi ke snizeni anxiety, zvySeni socidlni interakce, naruSeni
vnimani ¢asu, vyskytu zachvatovitého smichu, ke snizeni napéti a ostrazitosti. Naproti tomu ve
vyssich davkach THC, které¢ mohou byt velmi individudlni, dochazi k naristu psychotickych
jevu, jako jsou zmény percepce, zvyseni impulzivniho chovani, silné naruSeni vniméni casu
(McDonald et al., 2003), rozvoji uzkostnych a panickych stavli, paranoidnimu chovéani. U
chronickych uzivateld THC dochazi s vyssi prevalenci k nartistu uzkostlivého chovani, rozvoji
panickych stavl (Crippa et al., 2009) a neposledni fadé také dochazi u uzivateld THC s vyssi
pravdépodobnosti k rozvoji psychotického chovani (Lamarine, 2012). Agonisté CB1 receptoru
jsou pouzivany jako jeden z modelti farmakologicky indukovanych psychotickych stavi —
oznacované jako kanabinoidni model psychdzy. Po podani THC, ale i dalSich agonisti CB1
receptoru dochdzi jak k nariistu pozitivnich ptiznaki, ale také k negativnim piiznakiim a ke
sniZzeni kognitivnich schopnosti jedince. V zavislosti na dévce byly pozorovany ruzné
psychotomimetické ucinky: pozitivni ptiznaky psychozy jako je zménénd percepce,
podeziivavost, bludy, paranoidni stavy, dezorganizace mysleni, snizend schopnost filtrace
nerelevantnich informaci, zachvaty euforie, depersonalizace, zkreslené vnimani Ccasu
(zpomaleni), ale také negativni pfiznaky jako je otupélost, sniZeni spontdnnosti a emocionality,
naruSeni psychomotorickych schopnosti. Dale také kognitivni deficit jako je naruSeni
verbalnich schopnosti a vybavovani si souvislosti, naruSeni kratkodobé pracovni paméti,
sniZzena pozornost, naruseni rozhodovacich procesti a motivace. Rozdily mezi pozorovanymi
priznaky po poziti konopi jsou velmi ¢asto pozorovany pii porovnavani dobrovolnikd, kteti
jsou chronickymi uZivateli konopi a mezi dobrovolniky bez zkuSenosti s konopim, ¢i s jeho
velmi nizkou frekvenci uZivani. Bylo prokazéno, Ze psychoticti pacienti jsou vyrazné
vnimavéjsi k u¢inkim konopi, zejména k jeho psychotomimetickym u¢inkiim, a to 1 pokud se
nachdzeji v remisi onemocnéni (D’Souza et al., 2005). K nepfiznivym u¢inkiim konopi velmi
vyraznou meérou prispiva velmi markantni narast THC v dnes péstovanych rostlinach. V 60. a
70. letech byl obsah THC v marihuané v rozmezi 1-3 %, od 80. a 90. let se obsah THC
v kultivarech konopi zvys$il na 6-20 %, pficemz se velké oblibé t€8i kultivary konopi
oznacované jako ,,skunk‘“ s obsahem 1 ptes 20 % THC (Ashton, 2001; Mehmedic et al., 2010;
Pijlman et al., 2005). UZivani konopi mé také velmi vyrazny dopad na kardiovaskularni systém,

kdy po uziti THC dochazi k velmi vyraznému nartistu tepové frekvence a vyraznému kolisani
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krevniho tlaku (Pacher et al., 2018). To mize vést u nékterych uzivateli hlavné syntetickych
kanabinoidd az k srde¢nimu selhani, coz odpovida zvysenému vyskytu CBI1 receptoru na
sténach cévniho endotelu a v oblasti myokardu (Kaschina, 2016; Pacher et al., 2018). Dalsimi
typickymi projevy po podani THC je zarudnuti v oCich a vyrazné sucho v ustech a zvySena chut’
k jidlu (ta miize byt paradoxné n¢kdy s vyhodou vyuzivana). Oproti t€émto vedlej§im ucinkim
ma THC také celou fadu terapeuticky prospésnych vlastnosti, jakymi jsou antiemetické u¢inky,
jiz zminéna stimulace pfijmu potravy (napif. u onkologickych pacientd ¢i anorexie),
imunomodulacni a také vyrazné analgetické ucinky v 1€cb¢ zanétlivé a chronické bolesti. Tyto
analgetické uc¢inky THC mohou byt zprostiedkovany jak pfimo desenzibilizaci TRPV kanal
(Muller et al., 2019), tak i neptimo synergickym ptisobenim v kombinaci s opiaty potvrzenymi
v preklinickych studiich (Maguire & France, 2014; Nilges et al., 2020). Nicméné je nutné
zminit, ze tento synergicky efekt kombinace opidtu a THC snizujici davku opiati potfebnou
pro analgeticky ucinek nebyl v humannich studiich potvrzen (Babalonis & Walsh, 2020). THC
pusobi jako ligand fady TRP kanald, kdy ptisobi jako u¢inny agonista TRPV2 kanalu a ¢astecné
také TRPV3 a TRPV4, TRPA1 a TRPMS. Pro analgeticky u¢inek THC je dulezity jeho efekt
(aktivace a desenzibilizace) na TRPV1 a TRPV2 kandly. Jako piimy agonista TRPV2 receptoru
je THC schopny aktivovat a posléze desenzibilizovat tento kanal, ale v ptipadé TRV1
nedochazi k vzdjemné vazbé s THC. Pravdépodobné THC muze aktivovat TRPV1 receptor
nepiimo, diky inhibici odbouravani endogennich kanabinoidti (Elmes et al., 2015), které jsou

ucinnymi agonisty TRPV1 receptoru (Muller et al., 2019).

Vyse zminéné u€inky THC se ukazuji jako velmi cenné ke zmirnéni obtizi provéazejicich 1écbu
rakoviny, AIDS, roztrouSené sklerozy, ¢i v ramci paliativni 1écby (Fraguas-Sanchez & Torres-
Suarez, 2018; Robson, 2014). Dale byva také uvadéno sniZzeni nitroo¢niho tlaku pii 1€cbé
glaukomu (zeleného zékalu), nicméné sniZeni nitroo¢niho tlaku je jen kratkodobé a nelze
potvrdit terapeuticky pfinos v této indikaci (Bilbao & Spanagel, 2022; Bowen & McRae-Clark,
2018).

2.4.2. Kanabidiol (CBD)

CBD na rozdil od THC nevykazuje 74dné znamky kanabinoidni tetrady a jen minimalné
ovlivituje behavioralni testy na naivnich zvifatech. V fadé¢ klinickych studii byla prokazéana
velmi dobra snéasenlivost CBD 1 ve vysokych davkach jen s mirnymi vedlejSimi Ucinky,
ze kterych se u pacientli nejcastéji vyskytuje ospalost, priijem, nechutenstvi, zvraceni a moznost

interakce s fadou 1€¢iv pisobenim CBD na jaterni metabolismus (Huestis et al., 2019). .Ve
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velmi vysokych davkdch CBD jsou v animalnich modelech popsany mozné hepatotoxické
ucinky, naruseni embryondlniho vyvoje, sniZzeni spermatogeneze a s tim souvisejici sniZeni
fertility, hypotenze (Carvalho et al., 2018, 2022; Huestis et al., 2019). Vzhledem k absenci
psychoaktivnich U¢inkli a schopnosti interakce s celou fadou receptorti a modulaci fady
fyziologickych funkci je CBD jednim z velmi nadéjnych kanabinoidl pro terapeutické pouziti
(Fraguas-Sanchez & Torres-Sudrez, 2018; Pacher et al., 2020). Jako ptiklad mize byt schvaleni
americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA) k 1é&bé& epileptickych zachvati
provazejicich syndrom Dravetové a Lennox- Gaustiv syndrom (Corroon & Kight, 2018). CBD
vykazuje terapeuticky potencidl v celé fadé klinickych indikaci. Z hlediska neurologickych
onemocnéni se jednd o jiz zminovany antiepilepticky Uc€inek, neuroprotektivni,
antipsychoticky, anxiolyticky a antidepresivni ucinek. Tyto G¢inky budou pozdé&ji podrobnéji
popsany v samostatnych kapitoldch (Alexander, 2016; Bhattacharyya et al., 2010; Boggs et al.,
2018; Englund et al., 2013; Friedman & Wongvravit, 2018; Long et al., 2010; Schubart et al.,
2014; Zuardi et al., 2012). CBD nevykazuje ucinky, typické pro CB1 agonisty (Ki A9-THC; Ki
=41+ 2nM, Ki SCJWH-073 = 12,9 £+ 3,4 nM, Ki CBD =2210 + 2 nM) (Brents et al., 2012;
McPartland et al., 2007) a v zavislosti na koncentraci ve fyziologickych podminkdch funguje
jako antagonista, ¢i negativni alostericky modulator CB1 receptorti a parcialni agonista CB2
receptord (An et al., 2020). CBD muze pozitivné modulovat i CB1 aktivaci pomoci inhibice
vychytavani a odstrafiovani endokanabinoidi ze synaptické Stérbiny (Elmes et al., 2015;
Leweke et al., 2012) a ve vysokych intraperitonealnich davkach také inhibuje mikrosomalni
metabolismus THC (Bornheim et al., 1995). CBD interaguje s celou fadou receptorii jako jsou
receptory spfazené G-proteinem 55 a 18 a opioidni receptory p a 6. Moduluje aktivitu
obousmérnych nukleosidovych transportérd, interaguje s GABAAa receptory a Voltage-Gated
Sodium Channel (VGSC). CBD je agonista 5-HT1A receptoru, glycinovych receptorti Al a A3,
ve vysSich koncentracich také ankyrinovych receptorti typu 1 a 6. CBD aktivuje PKC, receptory
(kanaly) vaniloidniho typu 1 a 2 (TRPV1,TRPV2) a ovliviiuji intracelularni koncentrace Cas"
(pro ptehled (Senn et al., 2020). Nize budou rozepsany antipsychotické a anxiolytické G€inky
CBD.

2.5. Antipsychoticky ucinek CBD

Cetné preklinické studie potvrzuji srovnatelny antipsychoticky u¢inek CBD s bé&iné
pouzivanymi antipsychotiky (napf. klozapinem, haloperidolem nebo amisulpridem), oproti
kterym v8ak vykazuje vyrazné nizsi vedlejsi u€inky (Moreira & Guimaraes, 2005; Zuardi et al.,

1991). CBD inhibuje hyperlokomoci vyvolanou psychotomimetiky, jako jsou ketamin ¢i
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amfetaminem u mysi. Na rozdil od haloperidolu a klozapinu CBD vyznamné neovliviiuje
lokomoc¢ni aktivitu mysi ani pfi vysokych davkach (Moreira & Guimaraes, 2005; Zanelati et
al., 2010). U potkanti miize byt v zavislosti na davce pozorovano zvysSeni pohybové aktivity
(Gururajan et al., 2011; Hlozek et al., 2017). Dlouhodobé podavani CBD zvysilo socialni
interakci mysi s mutaci neuregulinu 1 (domnély zvifeci model schizofrenie), ale nemélo zadny
vliv na hyperlokomoci (Long et al., 2012). CBD byl také schopen Uc¢inn¢ zvratit katalepsii
vyvolanou extrapyramidovymi ucinky (pifiznaky Parkinsonovi choroby jako jsou posturalni
rigidita, zpomaleni pohybu, ties). CBD sam o sobé nicméné na rozdil od haloperidolu
neindukuje katalepsii ani pii nejvysSich ddvkach (Gomes et al., 2013; Moreira & Guimaraes,
2005; Sonego et al., 2016; Zuardi et al., 1991). Mimo to CBD zmiriiuje nebo normalizuje
katalepsii vyvolanou riznymi farmakologickymi mechanismy (blokddou dopaminergniho
receptoru D2, inhibici syntdzy oxidu dusnatého a agonisty CBI1, prostfednictvim aktivace 5-
HTI1A receptoru) (Gomes et al., 2013; Sonego et al., 2016). CBD také snizuje vyskyt
stereotypniho chovani, jako je apomorfinem vyvolané kousani a cCenichani a také zvySuje
hladinu prolaktinu v plazmé (Zuardi et al., 1991). Prepulzni inhibice (PPI) tlekové reakce je
zvifecim modelem senzomotorického zpracovani informaci a je charakterizovana redukci
akustické ulekové reakce na intenzivni akusticky podnét (puls), kterému bezprostiedné
predchazi akusticky podnét s niz$i intenzitou (Pedrazzi et al.,, 2015). NaruSeni
senzorimotorického zpracovani informaci se projevuje neschopnosti subjektu zpracovavat a
filtrovat dileZzité podnéty z okolniho prostfedi. K tomuto jevu dochazi u pacientli v pribéhu
psychozy, nebo v pfipad¢ intoxikace psychotomimetiky. Tohoto jevu se vyuziva pii
farmakologickém modelovani psychoz. Ptikladem mohou byt nize zminéné modely psychoz
zaloZzené na interakci s jednotlivymi neurotransmiternimi systémy (dopaminergni model —
vyvolané amfetaminem, metamfetaminem; glutamatergni model — vyvolany dizocilpinem
(MK-801), ketaminem ¢i fencyklidinem (PCP); serotonergni model — vyvolany LSD,
mezkalinem, dimethyltryptpaminem, psilocybinem; kanabinoidni model — vyvolany THC, ¢i
syntetickymi agonisty CB1 receptorti). U pacientd se specifickymi neuropsychiatrickymi
poruchami je ¢asto pozorovano naruseni tohoto procesu (Braff et al., 1978). Bézné¢ je uvadéno,
ze CBD nenarusuje PPI u hlodavci ani u subhuménnich primétt (malpy) (Long et al., 2006;
Pedrazzi et al., 2015; Saletti et al., 2017). NaSe studie nicmén¢ ukazala jisté snizeni PPI po
podani CBD, které je v rozporu s literaturou (Hlozek et al., 2017). CBD je schopen zvratit
pozorované naruseni PPI vyvolané amfetaminem (Pedrazzi et al., 2015), ale také u mysi po
podani dizocilpinu (MK-801) antagonisty NMDA receptorti (Gomes et al., 2014; Long et al.,

2006), ale nevykazal ve stejném modelu Zadny ucinek u potkana (Gururajan et al., 2011).
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Oproti tomu po podani MK-801 bylo pozorovano u malp zvyseni PPI, které bylo zablokovano
podanim CBD (Saletti et al., 2017). CBD normalizuje také deficit PPI u spontanné
hypertenznich potkanii (SHR). Tyto potkani vykazuji zmény v chovani, jako je bazalni naruSeni
PPI, které jsou spojeny se schizofrenii (Levin et al., 2014). Chronické podavani THC vede u
dospélych potkanti ke kratkodobému naruseni pracovni paméti, ale v pfipadé¢ podavani THC
v adolescentnim véku muze dochdzet k dlouhodobému naruseni pracovni paméti v testu
rozliSovani novych objektii (Novel Object Recognition Test, NORT). V ptipad¢ soubézného
podavani THC a CBD je negativni u¢inek THC zmirnén (Murphy et al., 2017). Podani MK-
801 v glutamatergnim modelu psychoézy vede k naruseni vykonu potkana pfi testu socidlni
interakce, tak i v testu NORT (Gomes et al., 2014, 2015; Gururajan et al., 2012). Podani CBD
je schopné nejen snizit behaviordlni deficit ve vySe zminénych testech, ale také mize snizovat
miru aktivace mikroglii a astrocytl a pokles po¢tu GABAergnich parvalbumin pozitivnich
neuront, ktery je popsan po podani MK-801 (Gomes et al., 2014, 2015; Gururajan et al., 2012).
Tyto histologické zmény pozorované po podani MK-801 jsou v souladu s pozorovanym
naruSenim GABAergniho systému (pokles parvalbumin pozitivnich neurontl) a zvySenymi
markery zdnétu u post mortem ziskanych mozkil pacientll s diagnostikovanou schizofrenii

(Reynolds et al., 2002; Trépanier et al., 2016; Zhang & Reynolds, 2002) .

V ptipadé¢ klinickych studii zaméfenych na hodnoceni G¢inku CBD se opakované ukazuje,
7ze CBD ma schopnost blokovat nékteré psychotické stavy vyvolané THC u zdravych
dobrovolnikil (Bhattacharyya et al., 2010; Zuardi et al., 1982). CBD zvysil aktiva¢ni G¢inky
ketaminu dle aktiva¢ni subSkaly BPRS, ale nevykazoval Zadnou uc¢innost na ketaminem
indukovanou depersonalizaci, dle skaly CADSS (Hallak et al., 2011). V dvojité zaslepené
kontrolované klinické studii se 42 pacienty se schizofrenni a schizofreniformni psychozou
prokazal CBD stejnou ucinnost a sniZil psychotické ptiznaky, jako jedno z béZnych
antipsychotik pouZzivanych k 1é¢bé€ schizofrenie - amisulprid, ale s vyznamné niz§im vyskytem
nezadoucich ucinki (Leweke et al., 2012; McGuire et al., 2018). Poruchy smyslového vnimani
jsou jednim ze zakladnich ptiznakii psychoz. Jako ptiklad lze uvést naruSeni vizualniho
vnimani, které lze otestovat naptiklad pomoci tzv. binokuldrni hloubkové inverze obrazu
(binocular depth inversion of natural and artificial objects) popsano (Leweke et al., 1999), kdy
iluzorni hloubka vniméani obrazu je naruSena v pribéhu psychdzy. Toto naruSeni vnimani
hloubky obrazu bylo popsano po podani syntetického analogu THC (Nabilonu)(Leweke et al.,
1999, 2000) a podani CBD bylo schopno ¢aste¢né obnovit vnimani této optické iluze. Podani

samotného CBD nemélo na vnimani obrazu zadny vliv (Leweke et al., 2000). Podani CBD také
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doprovazi vyznamné zvyseni sérovych hladin anandamidu (AEA), coz je spojeno s klinickym
zlepsenim stavu pacientd (Leweke et al., 2012). CBD také snizuje psychotické ptiznaky u
pacienti s Parkinsonovou chorobou pfi podavani levodopy (L-DOPA). CBD také snizuje
psychotické ptiznaky vznikajici u pacientl s Parkinsonovou chorobou po uzivani prekurzoru
dopaminu — levodopy (L-DOPA) bez naruseni motorickych funkci (Zuardi et al., 2009).
Nicméné¢ je velmi dulezité zminit, Ze fada klinickych studii neprokéazala po podani CBD zadny
terapeuticky pfinos na stav schizofrennich pacientti. (Boggs et al., 2018; Hallak et al., 2010;
Zuardi, 2006).

2.6. Anxiolyticky a antidepresivni i¢inek CBD

Uzkostné poruchy jsou v soudasnosti nejéastdjsimi psychiatrickymi chorobami v Evropé
av USA. Nejbéznéjsimi podtypy uzkostné poruchy jsou generalizovand uzkostnd porucha
(GAD), panickd porucha, specificka fobie, socidlni fobie, obsedantné-kompulzivni porucha
a posttraumaticka stresovd porucha (Cryan & Sweeney, 2011). Pro hodnoceni
anxiolytického/anxiogenniho u¢inku u zvifat se pouziva fada testtl, jako jsou vyvysené bludiste
(Elevated Plus Maze, EPM), test otevieného pole (Open Field Test, OFT), Light-Dark box
(LDB), test socialni interakce, Vogeltav konfliktni test (VCT), test nuceného plavani (FST), tail
suspension test (TST), pii kterém je zvife zavéSeno za ocas a je méfena doba, po které zviie
prestane vytvaret snahu o Unik a pfechéazi do pasivity, i test preference sachardzy. Pro lepsi
pochopeni deprese a uzkostnych poruch byla vytvorena fada animalnich modelt. Ve vétsing
pfipadl se jedna o vystaveni zvifete dlouhodobému vétSinou mirnému az sttednimu stresu
(opakovana imobilizace zvifete, zavéSovani zvifete za ocas, nucené plavani, odebirani vody ¢i
potravy, naruseni rezimu den-noc, opakované bolestivé podnéty, vystaveni socidlnimu stresu
kontaktem s agresivnimi jedinci stejného nebo i jiného druhu), ptfipadné pomoci naucené
bezmocnosti, kdy je zvife vystaveno bolestivému nebo vysoce stresujicimu podnétu (typicky
napf. elektricky Sok do nohou zvitete pfi pobytu v aréné, kterému se nemlZe vyhnout a tuto
naucenou bezmoc si prendsi i do prostfedi, ve kterém je moZnost Uniku. Dale mohou byt
modelovany depresivni stavy chirurgicky odstranénim cichovych bulbt, kdy dojde k vyrazné
smyslové deprivaci u potkana nebo chronickym podavanim kortikosteronu, piipadné
chronickym podavanim reserpinu. (Hao et al., 2019). Anxiolyticky u¢inek CBD u potkant byl
potvrzen celou fadou studii, nicméné nékteré studie ukazuji netic¢innost CBD jako anxiolytika,
zejména po chronické aplikaci nebo v malych nebo pftili§ vysokych davkach (pfehledné vizte
(Campos et al., 2012). V testu socialni interakce je hodnoceno chovani a méfen Cas straveny

experimentalnim zvifetem v interakci s druhym zvifetem stejného pohlavi a druhu. SniZeni této
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normalni socidlni interakce miZe nastat v ptipadé€ tizkosti zvitete, pficemz anxiolytika zvySuji
miru socialni interakce (Cryan & Sweeney, 2011). Nizka davka CBD zvysSila pasivni
a celkovou socidlni interakci potkani (Almeida et al., 2013) a premedikace CBD c¢aste¢né
normalizovala snizeni socidlni interakce vyvolané podanim THC (Malone et al., 2009). CBD
byl schopen inhibovat izkostné chovani indukované podanim THC (Todd & Arnold, 2016).
Anxiolyticky u¢inek CBD byl podobny podéani diazepamu v VCT (Moreira et al., 2006)
a modelu podminéného strachu (Resstel et al., 2006). CBD byl schopen zmirnit tzkostné
chovani potkana a zmirnit stresem vyvolané zvySeni hladin glukokortikoidt, krevniho tlaku
a srde¢ni frekvence (Resstel et al., 2009). Akutni podani CBD ma4 anxiolyticky u¢inek a zvySuje
procento vstupd s otevienym ramenem v EPM (Guimaraes et al., 1994; Long et al., 2010;
Schiavon et al., 2016). Mikroinjekce CBD do dorsolateralni periakvaduktalni Sedé hmoty
ve sttednim mozku se projevi také anxiolytickym t¢inkem (Campos & Guimaraes, 2008, 2009;
Soares et al., 2010), ale stejnd davka CBD injikovana do prelimbické medialni prefrontalni ktiry
ma opaény anxiogenni u¢inek v EPM (Fogaga et al., 2014). Medialni prefrontalni kiira (mPFC)
je spojena s mnoha procesy rozpoznavani a chovani, a mimo jiné ma dilezitou roli ve
stresovych reakcich. CBD vykazoval opa¢né ucinky mikroinjekei prelimbické (PL) a
infralimbické (IL) v modelu kontextové upravy strachu (CFC). Injekce do prefrontalni kiry PL
mPFC snizi dobu ztuhnuti zvifete vyvolané opétovnému vystaveni podminénému averzivnimu
podnétu. Injekce CBD do prefrontalni ktiry IL mPFC m4 anxiogenni u¢inek (Lemos et al., 2010;
Marinho et al., 2015), ale v ptipad¢ opakovaného podavani (3 injekcich) Do Monte et al.

pozorovali sniZeni trvani ztuhnuti potkana (Do Monte et al., 2013).

Marble Burying Test, (MBT) je zvifeci model pouzivany k testovani uzkosti nebo chovani
obsedantné-kompulzivni poruchy (OCD). Je zaloZen na pozorovani, Ze potkani a myS$i maji
sklon zahrabavat potencialné Skodlivé predméty. Jednordzové podani (15, 30, 60 mg/kg) 1
chronické (7denni) podavani CBD (30 mg/kg) snizilo pocet zahrabanych kulicek v MBT u mysi
a v piipadé chronického podavani byl tento efekt pozorovatelny i1 7 dni po posledni aplikaci
CBD (Casarotto et al., 2010). Jednorazova subefektivni (nizsi) ddvka CBD (15 mg/kg) podana
spolu s inhibitorem zpétného vychytavani serotoninu fluoxetinem (3 mg/kg) ma stejny ucinek
v MBT jako samotnd u¢inna davka CBD (30 mg/kg) nebo fluoxetinu (10 mg/kg) (Nardo et al.,
2014). Chronické podavani CBD u mysi, ale ne akutni podani, m4 mirné anxiolytické ucinky
vtestu LDB a OFT (Long et al., 2010). Chronické poddvani CBD ma obdobné ucinky i
v modelu nepfedvidatelného chronického stresu (Campos et al., 2013). Ojedin€le mize

chronické podavani CBD vést paradoxné i k anxiogennimi u¢inku (ElBatsh et al., 2012).
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V LDB testu ani akutni, nebo chronické (14 denni) expozice nizké davky CBD (2,5mg/kg)
nezménila ¢as straveny v osvétlené casti boxu (O’Brien et al., 2013). Test nucené¢ho plavani
(FST) se bézn¢ pouzivad na zvifecich modelech ke studiu depresi podobného chovani u
hlodavct. CBD snizil dobu imobility a prodlouzil dobu plavéani ve FST (EI-Alfy et al., 2010;
Réus et al, 2011; Sartim et al., 2016; Zanelati et al., 2010). Tyto uclinky podobné
antidepresiviim jsou srovnatelné s tricyklickymi antidepresivy, napf. imipraminem (Zanelati et
al., 2010). Antidepresivni u¢inky akutniho a subchronického podavani CBD byly ukdzany ve
studii (Linge et al., 2016). U mysi, kterym byla provedena bulbektomie, CBD vykazuje rychly
antidepresivni ucinek jiz po prvnim podani a jeho ucinek se neméni ani pfi opakovaném
podavani (Linge et al., 2016). Jednorazové a opakované podavani CBD snizilo dobu imobility
v TST testu, ktery zahrnuje zavé&Seni zvifete (my$i) nad zemi za ocas. Tento test je dobie
validovan pro hodnoceni antidepresivniho ucinku 1é€iv (Schiavon et al., 2016). CBD také
prokazal anxiolytické Uc¢inky podobné panikolytikim napi. Fluoxetinu nebo imipraminu

(Soares et al., 2010).

Akutni podavani CBD mtize snizit subjektivni tizkost u pacientl klinicky diagnostikovanych
se socidlni uzkostnou poruchou (Crippa et al., 2011) a také snizuje uzkost vyvolanou
simulovanym vefejnym projevem u pacientll se socidlni fobii, ktefi dosud nebyli léceni
(Bergamaschi et al., 2011). U zdravych dobrovolnikil jednordazovd davka CBD neutlumila
reakce na negativni emoc¢ni podnéty (Arndt & de Wit, 2017), ale mtize snizit subjektivni uzkost
(Fusar-Poli et al., 2009) a je schopen sniZit izkost pocitovanou pfii testu simulovaného mluveni
na vefejnosti (Zuardi et al., 1993, 2017). Podobné jako u animalnich studii, je anxiolyticky
ucinek akutni davky CBD u zdravych subjektl shodny s kiivkou ve tvaru obracené¢ho U
v zavislosti na davce, kdy nizké nebo velmi vysoké davky nevykazuji u€inek (Zuardi et al.,

2017).

2.7. Kanabinoidy a epilepsie
2.7.1. Epilepsie

Podle WHO je epilepsie definovana jako chronické onemocnéni mozku, charakterizované
opakovanymi zachvaty, které je Casto spojeno se zvySenym vyskytem psychiatrickych
onemocnéni, (deprese, kognitivni poruchy). Epilepticky zachvat je vysledkem excesivni
synchronizované aktivity skupiny neuront. Piiblizné¢ 10 % populace prodéla alespon jeden
epilepticky zachvat, ale epilepsie jako chronické onemocnéni postihuje asi 1% celosvétové

populace. To znamend, Ze epilepsii trpi pfiblizné¢ 50 milioni lidi, coZ z ni ¢ini nejcastéjsi
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neurologické onemocnéni (Epilepsy (who.int®) piistupné 09.01.2023). U zhruba 50 % pacientli
zacCina epilepsie v détském veku, pticemz prvni epilepticky zadchvat v Zivoté se nejcastéji objevi
v prvnich dvou letech zivota. Lécba epilepsie je pfevazné farmakologicka, omezuje se na
potlaceni epileptickych zachvatl a psychiatrickych komorbidit. Pies intenzivni vyvoj novych
protizachvatovych latek a rozvoj diagnostickych metod, umoziujicich cilenéjsi vybér
farmakoterapie, je odpovéd’ zhruba 30 % pacientl na 1éCbu nedostate¢na (Devinsky et al., 2018;
Loscher et al., 2020; Mesraoua et al., 2019). Zejména epilepsie temporalniho laloku a nékteré
formy détskych epilepsii ¢i vékoveé vazanych epileptickych encefalopatii jsou spojeny
s vysokym vyskytem terapeutické rezistence. Prekonani farmakologické rezistence a vyvoj
novych latek, uc¢innych predevsim proti refrakternim zachvati, ptredstavuje jeden z hlavnich
cilti soucasného vyzkumu v oblasti protizachvatové medikace (Ldscher et al., 2020; Mesraoua
et al., 2019; P. Perucca et al., 2018). Vzhledem k piedpokladanému pouziti téchto latek u

détskych pacientt je velky daraz kladen i na jejich bezpe¢nost pro nezraly mozek.

2.7.2. Kanabinoidy a jejich ovlivnéni zachvata

Pivodni vyzkumné prace zabyvajici se vlivem kanabinoid{i na neurondlni excitabilitu zapocaly
jiz po€atkem 80. let. Plivodné byly u¢inky THC a CBD testovany pomoci modelu maximalniho
elektrosoku (MES), ktery je povazovan za jeden ze standardnich testd pro testovani potencialné
ucinnych antiepileptik (Karler et al., 1973; Turkanis et al., 1974). Vysledky téchto studii
stimulovaly dalsi preklinicky vyzkum kanabinoidi (pfevazné THC), ktery ovSem vykazoval
nepiesveédCivé az protichidné vysledky (Chiu et al., 1979; Karler et al., 1974; Turkanis et al.,
1977, 1991; Turkanis & Karler, 1975, 1981). Po této sérii experimentd doslo k prechodnému
sniZzeni zajmu o vyzkum antiepileptickych u¢inki kanabinoidi. K obnoveni zajmu o vyzkum a
vyuziti kanabinoida k 1écbé epilepsie pfiSel v ndvaznosti na identifikaci endokanabinoidniho
systému a rozsifeni testovani kanabinoidl v in vivo modelech epileptiformni aktivity (Whalley
et al., 2004; Wilkinson et al., 2003). Vyrazna variabilita a€inkii A9-THC na priibéh zachvatu
pozorovand jiz v ptivodnich pracich (Boggan et al., 1973; Chiu et al., 1979; Karler et al., 1974;
Lutz, 2004; Turkanis et al., 1977, 1991; Turkanis & Karler, 1975, 1981) mtlize byt zpisobena
rozdilnou farmakologickou citlivosti pouzitych modeli zachvatu, zplsobem podani
kanabinoidi a v neposledni fad¢ také pouzitymi davkami. Endokanabinoidni systém miize
velmi vyrazn€ zpétnovazebné inhibovat excitabilitu neuronti, kdy po depolarizaci

postsynaptickych neuront dochdzi k de-novo syntéze endokanabinoidt (2-AG, AEA) a k jejich

5> https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/epilepsy
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retrogradnimu transportu na presynapticky terminal a jejich vazbu na CBI receptory, coz
snizuje pravdépodobnost dalsiho uvolnéni neurotransmitert (Piomelli, 2003; Senn et al., 2020;
Wilson et al., 2001). V souvislosti se zapojenim endokanabinoidniho systému do regulovani
excitability mozku je pozorovano jeho naruSeni u pacientti s diagnostikovanou epilepsii. Post-
mortem odebrané vzorky hipokampu ukazaly vyznamné snizeni vyskytu CBI1 receptorti a
zaroven také snizenou hladinu diacylglycerollipazy a zodpovédnou za syntézu 2-AG (Ludanyi
et al., 2008). Naruseni koncentrace endokanabinoidii bylo také prokazano v mozkomisnim
moku pacientii s temporalni epilepsii (Romigi et al., 2010). ZvySeni extracelularni koncentrace
endokanabinoidi (anandamidu a 2-AG) vykazuje antikonvulzivni U¢inky v modelu
pentylentetrazolem (PTZ) indukovaného zachvatu (Zareie et al., 2018), ale ve vysokych
davkach po intracerebroventikuldrni aplikaci naopak miize ptes TRPV1 receptory pulsobit

prokonvulzivné (Manna & Umathe, 2012).

Utinek A9-THC je primarné dan jeho aktivaci CB1 receptoru a schopnosti ovlivnit hladiny
endokanabinoidt (Leweke et al., 2007; Thieme et al., 2014), nicmén¢ se ukazuje, ze miize také
inhibovat zpétné vychytavani cholinu v hipokampu a hypothalamu. Naproti tomu po podani
CBD k této inhibici nedochazi (Lindamood & Colasanti, 1980). Jak bylo fe¢eno vyse, aktivace
CBI1 receptorti umoZiluje zpétnovazebné snizovat excitabilitu neurond, ale diky lokalizaci CB1
receptortl na inhibi¢nich neuronech, kde inhibuji vylev kyseliny GABA (Alger, 2002; Freund
et al., 2003), tak 1 v glutamatergnich kortikostridlnich neuronech a glutamatergnich neuronech
hipokampu a amygdaly (Gerdeman et al., 2002; Marsicano & Lutz, 1999; Robbe et al., 2002)
mohou vykazovat jak prokonvulzivni, tak i1 antikonvulzivni G¢inek (Lutz, 2004). Konvulzivni
ucinky agonistit CB1 byly popsany u mysi po podani THC, ale i SC JWH-018, kdy dochazelo
k nartistu specifické hrotové aktivity v EEG zaznamu a tento jev byl zablokovan podanim
antagonisty CB1 receptoru AM-251 (Malyshevskaya et al., 2017). Variabilitu wu¢inkd
kanabinoidd odrézi i ptehledova studie (Rosenberg et al., 2015), ktera ukazuje, Ze agonisté CB1
receptoru (13 studii) vykazovaly antikonvulzivni vlastnosti v 68 %, prokonvulzivni ve 3 %,
smiSeny ucinek v 7 % a ve 22 % byly netcinné. Oproti tomu antagonisté CB1 receptoru (18
studii) vykazovali antikonvulzivni €inky v 6 %, prokonvulzivni 39 % a v 55 % nem¢ly vliv na
pribéh zachvatu. Pokud se v rdmci tohoto ptehledu podivame cisté na THC, tak ze 34 studii
jich 62 % mélo antikonvulzivni u¢inek, 3 % prokonvulzivni a 3 % smiSeny Uc¢inek a ve 32 %
nevykazal zadny ucinek na zachvat (Rosenberg et al., 2015). Celkova variabilita u¢inkt (jak
antikonvulzivnich, tak 1 v n€kterych ptipadech prokonvulzivnich) A9-THC a v neposledni fad¢

jeho psychoaktivni uc€inky ptredstavovaly hlavni divody prozaméfeni vyzkumu na
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nepsychoaktivni CBD a pozdé¢ji také CBDV nebo CBDG (Russo, 2011), kdy CBD a jeho analog
CBDV v 41 studiich vykazuji antikonvulzivni €¢inek v 81 % a v 19 % nemaji zadny ucinek na

zachvat. Nicméné u zadné studie nebyl prokazan prokonvulzivni uc¢inek (Rosenberg et al.,

2015).

Pfesny mechanismus antikonvulzivniho u¢inku CBD zatim neni pln¢ pochopen. CBD
interaguje s velkym poctem receptort a biologickych systému, jak bylo jiz naznaceno vyse,
znichz mnohé reguluji excitabilitu neurond. CBD inhibuje vychytavani a degradaci
anandamidu (Leweke et al., 2012). Mimo to jsou znamé antiapoptické, neuroprotektivni a
protizanétlivé ucinky (Izzo et al., 2009). Jiz v roce 1977 byly zkoumany ucinky CBD na
zachvaty u zvifat pomoci MES a audiogennich zachvati a srovnavany se standardnimi
antiepileptiky (AED), jako jsou fenytoin, fenobarbital, karbamazepin nebo ethosuximid
(Consroe & Wolkin, 1977a). CBD vdavce (100 mgkg) byl u potkana uU€innym
antikonvulzivem, pokud byl podavdn samotné¢ v obou modelech epileptickych zachvati,
ale mél rozdilné G¢inky, pokud byl soucasné podavan se standardnimi antiepileptiky, tj. posileni
antikonvulzivnich U¢inkd fenytoinu a fenobarbitalu, ale snizeni U¢inkd chlordiazepoxidu,
clonazepamu, trimethadionu nebo ethosuximidu (Consroe & Wolkin, 1977a, 1977b). Tyto
interakce CBD s AED nabyvaji na vyznamu z divodu vyuziti CBD jako dopliikkové 1écby
zachvatl. NejcCastéji jsou popisovany zmény farmakokinetiky podanych 1é€iv zpisobené
inhibici nékterych izoforem CYP-450. Nicmén¢ byly jiz popsany i zmény farmakodynamiky a
farmakokinetiky nezavislé na tomto mechanismu (Gaston et al., 2017; Gilmartin et al., 2021).
Utinnost samotného CBD byla srovnatelna s pouzivanym fenobarbitalem (Karler & Turkanis,
1981). V modelu chronické epilepsie po kortikalni implantaci kobaltu nemél CBD (60 mg/kg)
zadny patrny ucinek (Colasanti et al., 1982), pficemZ kobaltem indukované zachvaty sdileji
mnoho spolecnych ryst s epileptickymi zachvaty u pacientti (Loscher, 1997). Specifické ucinky
CBD byly pozorovany u akutnich modelt zichvatl vyvolanych MES, kyselinou 3-
mercaptoproprionic, pikrotoxinem, hydrazinem isonikotinové kyseliny, bikulinem,
pentylentetrazolem (Consroe et al., 1982). Byly popsany také vyrazné antiepileptické ucinky
na chemicky indukovanou epileptiformni aktivitu na hipokampalnich fezech, kde CBD vyrazné
snizil spontanni epileptiformni aktivitu indukovanou pouzitim media s nizkym obsahem Mg,"
nebo 4-aminopyridinem (Jones et al., 2010). CBD vykazuje Gi¢innost u 1é¢by generalizovanych
tonicko-klonickych zachvatl a fokéalnich kortikélnich zachvati, ale neni G€inny pfi absencich
(Jones et al., 2012). Vyhodou CBD na rozdil od ostatnich bézn¢ pouzivanych antiepileptik jsou

jen velmi mirné vedlejsi ucinky, bez neurotoxickych ucinki, s dobrou snasenlivosti i vysokych

32



davek a bez vyrazného naruseni motorickych schopnosti. V nékterych piipadech muze
dochdzet k interakci s dal$imi léky z diivodu ovlivnéni jaterniho metabolismu (Carvalho et al.,
2018, 2022; Huestis et al., 2019). V klinickych studiich bylo prokazano, ze CBD ucinné snizuje
frekvenci zachvathl u pacienti se syndromem Dravetové nebo Lennox-Gastautovym
syndromem (Devinsky et al., 2017, 2018). Od roku 2018 je jako Epidiolex schvalen americkym
Utadem pro kontrolu potravin a 1&&iv (FDA) pro 1é¢bu téchto dvou typt détské
farmakorezistentni epilepsie (Corroon & Kight, 2018).

2.8. Nové syntetické kanabinoidy

Jako prvni syntetické kanabinoidy byly syntetizovany cyklohexylfenoly v rozmezi 1970 az
1980 pro lokalizaci kanabinoidnich receptorti (CP55,940 — (Devane et al., 1988). Nasledovala
syntéza HU-210, silného CB1 a CB2 agonisty. Tato latka byla vytvotfena v laboratofi Dr.
Mechoulama na Hebrejské Univerzité (HU), podle které je tato latka oznafend jako HU-210.
V 90. letech byl nasyntetizovan kanabinoid ze skupiny aminoalkylindoli WIN55,212. Poté
nasledovala velkd skupina syntetickych kanabinoidii, vytvofenych Johnem W. Huffmanem,
oznacovanych jako JWH. Syntetické kanabinoidy z této skupiny byly pouzity i v ramci této
disertacni préace. S jistym casovym odstupem se objevily kolem roku 2000 syntetické
kanabinoidy ze série AM (vytvofené Alexandrosem Makriyannisem) a derivaty indazol
karboxamidu, ztéto skupiny napt. AB-FUBINACA (Castaneto et al., 2014). Syntetické
kanabinoidy lze rozdé¢lit dle chemické struktury do 13 skupin, vizte pievzaté schéma Obrdzek 2,

ze souhrnného ¢lanku (Castaneto et al., 2014).

Cela tada syntetickych kanabinoidii navrzenych jako agonisti CB1 se stala velmi oblibenymi
v ramci obchodu s omamnymi latkami. Tyto latky se objevili na trhu ptiblizné kolem roku 2000
pod obchodnimi nazvy napf. ,, Spice“, ,,Jamaican Spirits “ nebo ,,K2“. Nazev Spice se vZzil i
jako obecné oznaceni pro prodavané syntetické kanabinoidy. Tyto latky se staly velmi
oblibenymi z n¢kolika divodi: pro obdobné psychoaktivni u¢inky jako 9-THC, diky vysoké
afinité¢ k CB1 receptoru, jako silnéj$i ndhrazka A9-THC a v neposledni fad¢ také pro moznost
legélniho ndkupu téchto latek pred jejich legislativnim omezenim. Dalsi ,,vyhodou* téchto latek
a obecné novych psychoaktivnich substanci je jejich schopnost uniknout detekci pomoci
konvencnich setl na testovani pfitomnosti drog. Syntetické kanabinoidy jsou vétSinou obdobné
jako jejich rostlinné protéjsky silné€ lipofilni latky, které dobte prochazeji hematoencefalickou
bariérou, kumuluji se v tukové tkani a obvykle vykazuji fddové vyssi afinitu pro kanabinoidni

receptory neZ A9-THC. Mezi jejich typické G€inky miZeme zahrnout kanabinoidni tetradu,
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kognitivni poruchy, zménéné smyslové vnimani az po psychotické chovani (Fattore, 2016;
Huffman et al., 2005; Kucerova et al., 2014; Tait et al., 2016). Oproti uzivani konopi, které také
ve vysokych davkach muze vyvolat vySe zminéné ptiznaky, jsou SC spojovany i se
systétmovymi otravami provazenymi infarkty myokardu (Schwartz et al., 2015), zachvaty
(Schneir & Baumbacher, 2012; Schwartz et al., 2015), cévnimi mozkovymi ptihodami
(Freeman et al., 2013; Takematsu et al., 2014), akutnim selhanim ledvin (Buser et al., 2014) a
naslednymi umrtimi. Rozsifovani syntetickych kanabinoidii mezi uzivateli se tak stalo vaznym
spolecenskym i zdravotnim problémem (Behonick et al., 2014; Castaneto et al., 2014; Tai &

Fantegrossi, 2014).
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3. CILE PRACE A HYPOTEZY

Cilem diserta¢ni prace je detailni popis ucinku prirodnich a syntetickych kanabinoidi
v animalnim modelu se zavislosti na zptuisobu aplikace a tim souvisejici farmakokinetice
kanabinoidi, a studium antiepileptického i¢inku CBD. Experimentalni ¢ast predkladané

disertacni prace je ¢lenéna do ¢tyr ¢asti, které jsou popsany nize.

V prvni ¢asti experimentti publikovanych (Hlozek et al., 2017) jsme se zam¢éfili na zhodnoceni
farmakokinetiky a behavioralnich t¢inkt THC a CBD podanych jak samostatné, tak v jejich
kombinaci. Z divodu zvySeni transla¢ni validity tohoto vyzkumu byly kanabinoidy podany
tremi odliSnymi zpisoby administrace (tj. subkutannég, peroralné a inhala¢n¢). Porovnali jsme
subkutanni podéani kanabinoidi, které je bézné uzivané v fadé animdlnich studiich, ale neni
obvykl¢ pro uzivatele konopi a pouze ¢aste¢né imituje transdermalni aplikaci pomoci masti ¢i
naplasti, s perordlnim a inhala¢nim podanim kanabinoidd, které jsou naopak pro uzivani
kanabinoidi mezi uzivateli typické. Stanovili jsme 24hodinové farmakokinetické profily
v mozkové tkani a séru, porovnali jsme lokomocni aktivitu v testu otevien¢ho pole a také
senzorimotorické zpracovani informaci pomoci prepulzni ulekové reakce. Z diivodu popsanych
psychotomimetickych u¢inkit THC jsme ptedpokladali snizeni lokomocni aktivity a naruseni
inhibice ulekové reakce po podani THC a zmirnéni nebo vymizeni téchto t€¢inki pii soubézném
podani CBD z diivodu jeho popisovanych antipsychotickych tc¢inki. Pfedpokladali jsme takeé,
ze peroralni podani THC muZe vyvolat v chovani potkana vyraznéj$i zmény z divodu tvorby
siln€ psychoaktivniho metabolitu 11-OH-THC (Huestis, 2007). Z divodu chemické podobnosti
THC a CBD byla v literatufe popsana moznost konverze CBD na THC v kyselém prostiedi in-
vitro, ¢astecna cyklizace CBD na THC, jez byla také popsana pii koureni CBD ve smési
s tabdkem (Merrick et al., 2016; Quarles et al., 1973; Watanabe et al., 2007). Proto jsme se
zaméfili na tuto dileZitou otazku a ovéfili, zda podani samotného CBD miiZe vést k detekcei

THC v séru, poptipad¢ zda tyto hladiny mohou mit néjaké i¢inky na chovani potkana.

V druhé casti experimentli jsme provedli srovnani, v t€ dobé nejCastéji zachycenych
syntetickych kanabinoidii mezi uZzivateli, a to skupinu aminoalkylindolii fady JWH (Carroll et
al., 2012; Uchiyama et al., 2011), s cilem rozsifit poznani o téchto novych a neprobadanych
kanabinoidech. Zvolili jsme dva zéastupce této fady a to JWH-073 (1-butylindol-3-yl naftalen-
1-yl methanon) a JWH-210 (4-ethyl-1-naftalenyl-L-fenyl-IH-indol-3-yl methanon). Obé¢ latky
jsou silni agonisté CB1 receptoru, diive popsané JWH-073 ma ptiblizné 4x vyssi afinitu k CB1
(Ki=8,9+£1,8 do 12,9+£3,4 nM) receptoru nez THC (9-THC; Ki=41+2 nM) (Aung et al., 2000;
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Brents et al., 2012; Huffman et al., 2005; J L Wiley et al., 1998). JWH-210 je nov¢jsi zastupce
skupiny JWH, také detekovany v komeréné proddvanych ndhrazkach marihuany. Jeho vazebna
afinita k CB1 receptoru (Ki = 0,46 + 0,03 nM) je oproti THC pftiblizn¢ 100x vyssi (Dogan et
al., 2016; Hermanns-Clausen et al., 2016; Tait et al., 2016). In-vivo studie na zvifatech ukazuji,
ze JWH-073 vyvolava tetradové ucinky (Brents et al., 2012; Marshell et al., 2014; J L Wiley et
al., 1998), naruSuje senzorimotorické zpracovani vjemu a zvySuje agresivitu (Ossato et al.,
2016). U lidi byly navic popsany halucinace, agitovanost a naruseni kognitivnich schopnosti
(Papanti et al., 2013; Zawilska & Wojcieszak, 2014). U JWH-210 bylo proveden nizsi pocet
studii, nicmén¢ vzhledem k vysoké afinité na CB1 receptor vykazuje silnéjsi tetradové ucinky
u mys$inez JWH-073 a u rekreacnich uzivatel byly zaznamenany ptipady nevolnosti, zachvati
1 kardiovaskularni poruchy i (Dogan et al., 2016; Hermanns-Clausen et al., 2016; Tait et al.,
2016). Pro zvySeni validity na$i studie jsme zvolili THC jako referen¢ni latku k uc¢inkiim
testovanych syntetickych kanabinoidii a provedli jsme sérii behavioralnich testd a stanovili
jsme jejich 24hodinovy profil v séru a mozku potkanii. V piipadé behaviordlnich uloh jsme
pfedpokladali naruSeni lokomocni aktivity, ovlivnéni anxiety a naruSeni senzorimotorického

zpracovani informaci. Vysledky této ¢asti experimentl jsou publikovany (Uttl et al., 2018).

Ve tieti Casti experimentl predkladané disertacni prace jsme se rozhodli zaméfit na zhodnoceni
antiepileptického potencidlu CBD. Ptestoze je aktudlné CBD ve formé& Epidiolexu registrovan
pro pouziti 1é¢bé syndromu Dravetové a Lennox-Gastautova syndromu, existuje pouze
minimalni mnozZstvi studii o efektivit¢ CBD v nezralém mozku. Proto jsme se rozhodli
otestovat antiepilepticky potenciall CBD ve dvou modelech epileptickych zachvati
modelovanych na 12dennich mlad’atech potkana, tj. v modelu pentylentetrazolem (PTZ)
indukovanych kife¢i a modelu N-methyl-D-asparagovou kyselinou (NMDA) indukovanych
spasmi. Predpokladali jsme, vzhledem k publikovanym naleziim u dospélych zvitat, ze CBD
sniZi zavaznost pozorovanych epileptickych zachvatl a prodlouZi latenci zachvati po podani
PTZ. V ramci experimentu byl také stanoven 24hodinovy farmakokineticky profil CBD. Oproti
znamym hladindm CBD u dospélych zvitat, jsme ocekavali nalez vysSich hladin CBD u mlad’at,
z divodu niz§i kumulace CBD v tukové tkani a hypoteticky pomalejSimu odbouravani
z diivodu veékoveé vazané aktivity jaternich mikrosomalnich cytochromii CYP-450, sniZzené
velikosti jater v poméru k télesnému objemu (McPhail et al., 2016; Palou et al., 1983). Nalezy
této experimentalni Casti byly publikovany (Uttl et al. 2022).

Ve ctvrté Casti predkladané prace jsme se zaméfili na ovlivnéni excitability mozku dospélého

potkana po podani CBD v modelu kortikalnich néaslednych vybojl, charakterizovany tvorbou
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hrot-vlna artefaktli generovanymi kortikothalamickymi drdhami (Avanzini et al., 1992; Pohl et
al., 1986) V ramci této studie byla hodnocena doba trvani naslednych vyboji vyvolanych 15
sekundovou bifazickou stimulaci kortexu, pocet naslednych vybojt, vyskyt rekurentnich
zachvati a pfipadné zmény ve spektralnim vykonu v definovanych frekvencnich pasmech.
Predpokléadali jsme, ze CBD bude schopen vyznamné zkratit trvani naslednych vyboja, dojde
ke snizeni poctu hrotd a hrot-vina komplexii v souladu s literarnimi udaji o antiepileptickych
ucincich v modelu elektrickou stimulaci vyvolanych néslednych vyboji nebo v modelu
maximalniho elektroSoku (Goerl et al., 2021; Patra et al., 2019; Turkanis et al., 1979). Ziskané

vysledky této ¢asti nejsou v soucasné dobé publikovany a budou popsany podrobnéji nize.
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4. EXPERIMENATLNI POSTUPY
4.1. Zvirata

Vsechny postupy zahrnujici zvitata a jejich péci byly provadény v souladu s 3R (refiment,
reduction, replacemant) dle pokyntit ARRIVE® v souladu s vnitrostatnimi (zakon ¢. 246/1992
Sb.) a mezinarodnimi zakony a politikou (smérnice EU 2010/ 63 / EU pro pokusy na zvitatech
a Priivodce ndrodnimi instituty zdravi pro péci a pouzivani laboratornich zvifat — publikace
NIH ¢. 8023, revidované v roce 1978). Jako modelové zviie byl zvolen pro vSechny
experimenty nutné pro tuto disertaéni praci potkan kmene Wistar (Velaz, Ceska republika).
Dospéla zvitata byla ustdjena ve dvojicich. Pouze u zvifat pouzitych pro nahravani EEG bylo
nutné zvifata po operaci umistit samostatn¢ z diivodu ochrany implantovanych kabell pro
nahravani EEG. Klece byly umistény v klimatizované mistnosti s kontrolovanou teplotou 22
°C + 2 °C a vzdus$nou vlhkosti 30 aZ 70 % s pravidelnym svételnym reZimem 12 hod. svétlo /
12 hod. tma (svételna cast dne 6:00-18:00). Zvifatim byl umoznén volny piistup k potravé a
vod¢. Pied samotnym testovanim byla zvifata minimalné 7 dni aklimatizovana v podminkach
chovu. Pro experimenty byly pouzity zvifata ve vdhovém rozmezi 280 — 320 g (podrobné&ji viz
ptilozené publikace (Hlozek et al., 2017; Uttl et al., 2018). Studie ¢. 3 (Uttl et al., 2021) byla
provedena na 12dennich mlad’atech potkand, kdy den porodu byl definovan jako den 0 (PDO).
Hmotnost mlad’at se v dobé experimentu pohybovala v rozmezi 28-32 g. V PD5 byla zvitata
nahodné rozdélena a kazdy vrh byl upraven na 10 samct. V PD12 byla zvifata oznacena pro
identifikaci a rozdélena do skupin (tj. do jednotlivych skupin byla vybrana zvifata z riznych
vrhll), aby byl vylou€en efekt vrhu. Veskeré behaviordlni experimenty byly provadény
v dopolednich hodindch mezi 7:00-13:00. VSechny experimenty provadéné na Narodnim
ustavu duSevniho zdravi v Klecanech byly v souladu s pokyny Evropské unie (86/609 / EU) a
smérnicemi Ceského narodniho vyboru pro pééi o zvifata a jejich pouzivani a etické schvaleni
studii bylo ziskano od Ministerstva zdravotnictvi CR. Experimenty na Fyziologickém tistavu
akademie véd byly schvaleny Etickym vyborem Akademie véd CR (schvaleni &.15/2018,
04.06.2018).

® https://www.nc3rs.org.uk/arrive-guidelines
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4.2. Aplikované latky
4.2.1. THC a CBD

THC ve form¢ pryskyfice a CBD v praskové formé byly zakoupeny od firmy THC-Pharm
GmbH. Ve studii zaméfené na porovnani jednotlivych zplsobli podani kanabinoidd,
publikovano (Hlozek et al., 2017), jsme porovnavali subkutanni, peroralni a inhala¢ni podani
THC, CBD a jejich kombinace (THC a CBD v poméru 1:1). Pro inhala¢ni poddni bylo
rozpusténo 20 mg THC, CBD nebo jejich kombinace ve 200 ul 98 % ethanolu a naneseno
pomoci pipety na draténé sitko pro extrakty a naneseny roztok se nechal 1 minutu zaschnout
Obrazek 3. Poté byly kanabinoidy pomoci hermeticky uzaviené sestavy odpafeny pfii teploté
226 °C do inhalacniho boxu o objemu 9,5 1. Doba odpafovani kanabinoidl byla 45 sekund
a pro kazdou aplikaci byly pouzity nové nosice. Béhem inhalace trvajici 5 minut byla v boxu
umisténa vzdy 4 zvitata spoleéné. Kontrolni zvifata byla umisténa v boxu po stejnou dobu
bez odpafovani kanabinoidii. Pro subkutanni a peroralni podani bylo THC, CBD a jejich
kombinace rozpusténa ve slunecnicovém oleji farmaceutické ¢istoty (oleum helianthi). Pouzita
davka pro peroralni a subkutanni podani byla 10 mg/kg THC, CBD, nebo jejich kombinace (10
mg/kg THC + 10 mg CBD) rozpusténé v objemu 0,5 ml/kg. V ptipadé peroralniho podani byly
kanabinoidy podany ptimo do Zaludku pomoci oralni sondy. Z divodu mozného ovlivnéni
absorpce peroralné podanych kanabinoidi mnozstvim piijaté potravy v zaludku bylo

pfistoupeno k odebrani potravy zvifatim 12 hodin pted samotnou aplikaci (HloZek et al., 2017).

Obrazek 3 Inhalacni box s vapoizérem Volcano s draténym sitkem

Pro srovnani ucinkli THC se syntetickymi kanabinoidy JWH-073 a JWH-210 bylo THC podéano
subkutanné v davce 1 a 3 mg/kg v oleum helianthi v objemu 0,5ml/kg (Uttl et al., 2018).
V experimentu pro zjiSténi vlivu CBD na excitabilitu mozku v modelu naslednych vybojt byl

CBD subkutanné podan v davkach 10 a 100 mg/kg rozpuStény taktéZ v oleum helianthi
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v objemu 0,5 ml/kg. Kontrolnim skupinam bylo stejnym zptisobem podéno odpovidajici

mnozstvi oleum helianthi.

Pro posouzeni antiepileptického ucinku CBD v nezralém mozku byl CBD podéan
intraperitonealné v davce 10 a 60 mg/kg v objemu 10 ml/kg ve 2% roztoku Tweenu 20 (Bio-
Rad) rozpusténém ve fosfatovém pufru (0,001M, pH 7,4). Pro zlepSeni rozpustnosti CBD byl
roztok sonifikovan po dobu 45 minut pfi teploté 50 °C. Roztok CBD ve 2% roztoku tweenu byl
pfipravovan vzdy cerstvy tésné¢ pfed podanim. Jako kontrolni vehikulum bylo podano
intraperitonealné odpovidajici mnozstvi 2% roztoku tweenu ve fosfatovém pufru (Uttl et al.,

2021).

Pro zjisténi vlivu CBD na excitabilitu mozku bylo CBD podano subkutdnné, rozpusténé v
oleum helianti ve dvou koncentracich 10 a 100 mg/kg. Objem aplikované latky byl 0,5 ml/kg.

V kontrolni skuping byl zvifatim podan samotny slunecnicovy ole;.

4.2.2. JWH-073 a JWH 210

Syntetické kanabinoidy JWH-073 (1-butylindol-3-yl naftalen-1-yl methanon) a JWH-210 (4-
ethyl-1-naftalenyl — L-fenyl-IH-indol-3-yl methanon) byly zakoupeny pfes internet. Poté byly
ziskané latky precistény a byla stanovena jejich Cistota pomoci infracervené spektroskopie
(Alfarma s.r.o., Ceska republika). Vysledna &istota latek byla pro JWH-073 99.48 %
a pro JWH-210 97,84 %. Vycisténé syntetické kanabinoidy slouzili také jako vychozi standard
pro farmakokinetickou analyzu. Ziskané syntetické kanabinoidy byly rozpustény v oleum
helianthi a subkutanné injikovany. Pro nasSe experimenty jsme zvolili davky 0,1, 0,5 s 5,0 mg/kg
rozpusténé v oleji o objemu 0,5 ml/kg. Pro stanoveni farmakokinetického profilu byla zvolena
sttedni davka 0,5 mg/kg. Kontrolnim skupinam bylo vzdy subkutdnné podano odpovidajici

mnozstvi oleum helianthi. Metodika podrobné popsana viz. (Uttl et al., 2018).

4.3. Farmakokinetika

Pro minimalizovani poctu pokusnych zvifat, byla zvifata z behaviordlnich experimenti
nasledné pouzita pro urceni farmakokinetiky latek. Pro srovnani farmakokinetickych profila
THC, CBD u riiznych zpiisobli administrace a pro stanoveni farmakokinetiky syntetickych
kanabinoidi JWH-073 a JWH-210 byla zvirata usmrcena v intervalech 0,5, 1, 2, 4, 8 a 24 hodin
po subkutannim a perordlnim podani. Pro zjiS§téni farmakokinetického profilu THC a CBD u
inhalaéniho podani byly tyto intervaly, z diivodu rychlého vstfebavani kanabinoidii doplnény o

interval 0 a 15 minut po opusténi inhala¢niho boxu. Farmakokineticky profil CBD u mlad’at
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byl proveden ve dvou davkach 10 a 60 mg/kg v intervalech 0,5, 1, 2, 4, a 24 hodin. Pro kazdy
casovy interval bylo u vSech experimentd pouzito minimalné 6 zvitat ve skupin€. Pro intervaly
krat$i nez jedna hodina, byla vyuzita zvitrata z kontrolnich skupin. Odebrané séra a mozky byly
zmrazeny a uchovavany pii -20 °C az do provedeni toxikologické analyzy. Analyza odebranych
vzorkll byla provedena pomoci hmotnostni spektrometrie spojené s plynovou chromatografii
(GC-MS). Analyza THC, CBD a jejich metaboliti byla provedena intern¢ vyvinutou a
validovanou metodou a certifikovanou metodou (certifikovano Policejnim prezidiem CR,
referen¢ni ¢islo: PPR-31123-7/CJ-2015-990530/evidencni Cislo: 16/2015). Analytické metody
jsou podrobné popsany v ptilozenych publikaci (Hlozek et al., 2017; Uttl et al., 2018, 2021) a
byly pouzity spolu s vysledky farmakokinetickych studii v disertacni praci Mgr. Tomase
Hlozka, Ph.D. (Hlozek 2019, disertaéni prace’).

4.4. Behavioralni experimenty
4.4.1. Test otevieného pole

Test otevieného pole (OFT) probihal ve ctvercové aréné o rozmérech 68 x 68 x 30 cm.
Aparatura byla umisténa v odhluénéné mistnosti s tlumenym svétlem. Pohybova aktivita
potkana byla nahravdna pomoci kamery umisténé pfimo nad stfedem arény. Pohybova aktivita
byla nahrdvana po dobu 30minut od umisténi zvifete do arény. Zvoleny interval mezi aplikaci
testované latky a umisténim zvifete do aparatury byl uréen na zakladé vysledki
farmakokinetiky. Béhem nahravani byla pohybova aktivita (lokomoce a distribuce pohybu
v arén¢) priabéZzné hodnocena pomoci programu Ethovision Color, (Pro v.3.1.1.1, Noldus,
Nizozemsko) a analyzovdna v Sminutovych intervalech. Prostorova distribuce pohybu byla
rozdelena na 25 (5x5) virtualnich ¢tverci, kde 16 ¢tvercii bylo oznacenych jako periferni oblast
a 9 Ctverct jako centralni oblast. Hodnocenymi parametry byly Cas strdveny v centralni oblasti,
thigmotaxe, frekvence vyskytu v jednotlivych oblastech a celkova lokomoce (cm) zobrazena
v 5-ti minutovych intervalech. Aréna byla mezi jednotlivymi zvifaty vzdy vymyta 50%
roztokem ethanolu, pro zabrdnéni ovlivnéni testu pachovymi stopami piedchoziho zvifete.
Metodika je popsana v ptilozenych publikacich (Hlozek et al., 2017; Uttl et al., 2018) a rutinné
vyuzivana na nasem pracovisti (Palenicek et al., 2016; Sichova et al., 2018; Stefkova et al.,

2017).

7 HLOZEK, Tomas. Dispozice a metabolismus kanabinoidd. Praha, 2019. Dizertacni prace. Univerzita Karlova, 1.
lékarska fakulta, Ustav soudniho Iékafstvi a toxikologie 1. LF UK a VFN. Vedouci prace Balikova, Marie.
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4.4.2. Prepulzni inhibice ulekové reakce

Prepulzni inhibice ulekové reakce (PPI-ASR) byla testovana pomoci dvou ulekovych komor
(SR-LAB, San Diego Instruments, Kalifornie, USA). Uvnitf komor byly umistény imobiliza¢ni
valce o vnitinim priméru 8,7 cm. Pro moznost srovnani vysledkli mezi komorami byly komory
pied zacatkem experimentu kalibrovany. Experimentdlni design studii byl pfevzaty
z pfedchézejicich praci provedenych na nasem pracovisti (Palenicek et al., 2016; Stefkova et
al., 2017). Zvifata byla navykdna na pobyt v ulekové komote 2 dny pfed samotnym
experimentem, kdy absolvovala 6 tlekovych pulzi (115db/20ms), jako zvukové pozadi pro
potlaceni zvukii z okoli slouzil bily Sum o hlasitosti 75 db. V den samotného experimentu byla
zvitata opét umisténa do ulekovych komor a absolvovala celkem 72 zvukovych impulsi.
Nejdiive byla zvirata aklimatizovana v boxech po dobu 5 minut jen s bilym Sumem na pozadi,
poté nasledovalo 6 pulsit 125db/40ms pro stanoveni zakladni akustické odezvy (ASR) pro
nasledny vypocet prepulzni inhibice. Poté byla spusténa pseudonahodna sekvence: (A) samotny
puls: 40 ms 125 dB; (B) prepulzni impulz: 20 ms 83 dB nebo 91 dB, s variabilnim intervalem
(30, 60 nebo 120 ms) s interstimulacnim intervalem (ISI: pramér 70 ms), poté 40 ms 125 dB
puls; (C) 60 ms bez podnétu. Celou sérii zakoncilo opét 6 pulst (125db/40ms). Habituace byla
vypoctena jako procentudlni snizeni odpovédi mezi Uvodni a zévéreénou Sestici pulst
(125db/40ms). Vypocet PPI byl dle nésledujiciho vzorce: [100 — (primérna odpovéd na
prepulz-pulz/primérnad odpoveéd’ na ulekovy pulz) x 100]. Primérnd akusticka ulekova reakce
(ASR) v arbitrarnich jednotkach byla vypocitana jako plocha pod kiivkou (AVG) z odpovedi
na ulekové pulzy (125 dB). Zvitata s ASR AVG odpovédi nizsi nez 10 byla vyloucena z dalsi
analyzy jako nereagujici. Podrobné popsano (HlozZek et al., 2017; Uttl et al., 2018).

4.4.3. Motorické testy u mlad’at

Pro posouzeni vlivu CBD na motorické schopnosti mlad’at jsme zvolili test vzptimovaciho
reflexu a bar-holding test. K t€émto testim jsme z diivodu sniZzeni poctu pouZitych zvifat
pro experimenty vyuZili zvifata planovana pro interval 24 h farmakokinetické studie od podani
CBD. Ugelem téchto testdl bylo zhodnoceni akutnich ¢inkit CBD na motorické schopnosti
mlad’at a také k detekci moznych Uc€inkd expozice CBD na norméalni motoricky vyvoj. Pro
testovani jsme zvolili 3 intervaly, a to Cas tésné pfed podanim CBD, 1 hodina po aplikaci CBD

a 24 hodin po podani CBD. Pouzita metodika je popsana v (Uttl et al., 2021).

V ramci vzpfimovaciho testu byla mlad’ata potkant polozena zady na podlozku a byl méten

¢as, ktery mladé potiebuje k otoceni zpét do vzpiimené pozice. Tento test byl v rdmci jednoho
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sezeni u mladéte opakovan tiikrat a ze zjiSténych hodnot byla vypocitana primérnd doba

vzpiiment.

V ramci bar-holding testu je testovana doba, po kterou je mladé schopné se udrzet zavéSené za
predni koncetiny na dievéné tyCce ve vysce 50 cm nad deskou stolu. Maximalni doba testu, po
kterou se mladé drzi na hrazd¢, je 120 sekund. ZlepSeni mezi testy je dano jako procentudlni

nariist ¢asu mezi jednotlivymi testy (Cas strdveny na hrazdé v 1. sezeni je bran jako 100 %).

4.5. Hodnoceni zavaZnosti epileptickych zachvati u mlad’at

Pro testovani antikonvulzivniho U¢inku CBD u mlad’at potkanti byly zvoleny dva modely
vyvolani epileptickych zachvat. Vysledky farmakologické studie ukazaly nejvyssi hladiny
u mladd’at po jedné hodin€ od intraperitonealniho podani CBD. Z tohoto ditivodu byla zvitata
premedikovéna ip. injekei 60 minut pted aplikaci konvulzivni latky. Prvnim nédmi testovanym
modelem epileptického zachvatu byl pentylentetrazolem (PTZ) vyvolany zachvat. PTZ byl
podavan subkutanné v davce 100 mg/kg dle metodiky uvedené v praci (VeliSek & Mares,
1995). Po aplikaci PTZ byla zvitata umisténa jednotlivé do plastovych boxi umisténych na
vyhtivané desce (34 °C) a jejich chovani bylo hodnoceno po dobu 30 minut od aplikace PTZ.
U zvifat byl hodnocen vyskyt dvou typti zachvati tzv. minimalniho zachvatu zahrnujiciho
ptevazné klonické zaSkuby hlavy a pfednich koncetin bez ztraty vyrovnavajicich reflext a
vaznéj$i generalizované tonicko-klonické zachvaty (GTCS) zacinajici kratkou bézeckou fazi
doprovazenou ztratou vyrovnavacich reflext. Vyskyt uplné tonicko-klonické faze na vSech
koncetindch nebo castecné tonické faze pouze na pifednich koncetindch byl hodnocen
samostatné. Déle byly pozorovany abnormality chovani a izolované myoklonické zaskuby, jako
dalsi projevy epileptické aktivity. Pro porovnani zdvaznosti epileptickych zachvatl byla zvitata
ohodnocena dle zavaZnosti pozorovanych jevl dle metodiky publikované (Pohl & Mares,

1987), vizte ptilozenou Tabulka 1.

Druhém ptipad€ byly zachvaty u mlad’at potkanli vyvolany intraperitonealnim podanim N-
methyl-D-aspartatu (NMDA, Sigma, St. Louis, MO) rozpusténym ve fyziologickém roztoku
v dadvce 60 mg/kg. Z diivodu vyssi farmakorezistence zvoleného modelu byla testovana pouze
vyss$i davka CBD 60 mg/kg. Zvitfata byla opét pozorovana 30 minut v plastovych boxech
umisténych na vyhtivanych podlozkdch (34 °C). Zavaznost projevii byla hodnocena dle
vyskytu flexnich zachvatii celého tcla, hlavné tonickych tzv. emprostotonus se ztratou
vyrovnavacich reflexi (podrobnéji (Kabova et al., 1999; Mares & Velisek, 1992)) a

s naslednym vyskytem tonicko-klonickych zachvat, které byly hodnoceny jako u ptedchoziho
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modelu. U obou modeltu epileptickych zachvatli byl hodnocen vyskyt jednotlivych typh

zachvatu, latence zadchvatu a mortalita zichvatu po dobu 30 minut.

Tabulka 1 Hodnoceni zavaznosti zachvatu vyvolanych PTZ dle modifikované Racinovi skaly®
Zavaznost popis zachvati
0 zadné zmény
0,5 abnormalni chovéni (napf. automatismy, zvySena reakce na okoli)
izolované myoklonické trhnuti
atypické nebo netiplné minimalni zdchvaty

1

2

3 minimalni zachvaty

4 generalizované zachvaty bez tonické faze
5

generalizované tonicko-klonické zachvaty

4.6. Vliv CBD na excitabilitu mozku v modelu naslednych vyboji u potkana
4.6.1. Implantace elektrod

V celkové isofluranové anestezii byly implantovany epidurdlné kortikalni stimulaéni
aregistrani elektrody. Stimula¢ni elektrody byly umistény nad pravou senzorimotorickou
ktrou (ur¢eno jako vzdalenost od kiizeni koronarniho a sagitdlniho $vu tj. bregmy, A =
anteriorn¢, P = posteriorné, L = laterdln¢, konkrétni koordinaty: AP+1 a-1; L=2 mm),
registracni elektrody byly umistény nad kontralateralni hemisférou v senzomotorické oblasti
(konkrétni koordinaty: AP=0, L=2 mm) a levou asocia¢ni temporalni oblasti (AP=3; L=3 mm)
dle stereotaktického atlasu (Paxinos & Watson 2007). Déle byly umistény elektrody nad pravou
1 levou hemisférou v okcipitalni vizualni oblasti (AP=6; L=4 mm). Zemnici a referen¢ni
elektrody byly umistény nad mozeckem. Pro umisténi elektrod skrz lebku byla pouzita dentalni
vrtacka. VSechny elektrody byly uchyceny k lebce pomoci rychle tuhnouciho dentélniho
akrylatu (Duracrol®Dental, Praha). Celkovéa doba implantace elektrod neptesahla 15 minut. Po
ukonceni operace byla zvifata umisténa samostatné do plastovych boxt, z divodu ochrany
implantovanych elektrod. Zvifata byla po dobu rekonvalescence peclivé kontrolovana a

k samotnym experimentim byla pouzita po minimaln¢ 7denni rekonvalescenci.

8 ptevzato (Pohl & Mares, 1987)
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4.6.2. Nahravani EEG a stimula¢ni postupy

Pro samotné nahravani EEG byla zvifata umisténa samostatné do plastovych boxi a pfipojena
k EEG systému (vysoko impedanéni zesilova¢ RA16 (TDT), Pentusa station (TDT), PC, A-M
systems isolated pulse stimulator 2100). Po pfipojeni k EEG systému bylo zvifatim ponechéno
15 minut pro aklimatizaci v nahravaci mistnosti Obrdzek 4. Pied zaCatkem stimulace byl nahran
nekolikaminutovy zaznam klidového EEG (baseline). Zvifata byla poté stimulovana
konstantnim proudovym stimulatorem (série 15s bifazickymi obdélnikovymi pulsy 1ms,
s frekvenci 8 Hz = celkem 120 pulzl). Intenzita stimulacniho proudu byla u jednotlivych zvitat
individualni, vybrana na zaklad¢ evokovaného potencialu. Nejbeznéjsi intenzita stimulace byla
4 mA, s rozsahem 3 mA-8 mA. Zvifata byla stimulovana opakované viz schéma Obrdzek 5.
Pro nahravani EEG byla pouzita vzorkovaci frekvence 2048 Hz. EEG bylo registrovano pied,
v pribéhu stimulace a minimalné 2 minuty po skonceni stimulace. V ptipadé, ze nedoslo
k vyvolani naslednych vyboji v délce trvani minimalné 3 s, tak byla zvifata vyfazena ze studie.
Ziskany EEG z4znam byl filtrovan pomoci NOTCH filtru — 50 Hz a ohrani¢en pomoci
pasmového filtru se spodni hranici 1,2 Hz a vrchni hranici 70 Hz. V EEG zdznamu byl
hodnocen vyskyt naslednych vyboji (pocet hrot-vina artefaktil), trvani naslednych vybojt,
vyskyt rekurentnich néaslednych vyboji a latence mezi koncem naslednych vybojt a vyskytem
rekurentnich vybojti. Déle byl hodnocen 15s usek EEG pted zacatkem stimulace (baseline). a
120sekundovy tsek po skonceni stimulace (post-stimulacni) pro zjiSténi zmén v jednotlivych
frekvencnich pasmech (power spectral density — PSD). Tento 120s zdznam byl nejprve
hodnocen v celé svoji délce a poté byl jesté separatné hodnocen prvni 15s usek po skonceni
stimulace (oblast s nejvysS§im vyskytem naslednych vyboji. EEG pasma byla definovana
nasledovné: delta 0,5-4 Hz, theta 4-8 Hz, alfa 8-12 Hz, beta 12-25 Hz, gama 25-70 Hz. PSD
vyhodnocovani probihalo vZdy s krokem casového okna 3 s a FFT (rychld Fourierova
transformace) délkou 1024 vzorki bez piekryti. Za ticelem snizeni rozdili mezi jednotlivymi
zvitaty z diivodu individudlnich rozdil v EEG byl zdznam vZzdy normalizovany primérnou
hodnotou odpovidajictho EEG pasma (delta, theta, alfa, beta, gamma) ziskanou s baseline

(obdobn¢ jako (Mares et al., 2021)).
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stimulator A/D
prevodnik

Obrazek 4 Ukdzka zapojeni potkana

Casové schéma experimentu nahravani vlivu CBD na excitabilitu mozku v modelu ADs

. ., 60 min, pro max. koncentraci CBD v mozku
15 min adaptace na nahravaci mistnost

Stimulace 155 / 8Hz Stimulace 155 / 8Hz Stimulace 15s / 8Hz
7 48 H v
] EEG nahravéni ADS ? EEG nahrévani ADS \ \ ? EEG nahravani ADS
7 % 9 —
/]
] baseline ] ? latka \ \ ? washout
I Sc. aplikace CBD T EEG nahravani klidové aktivity 30s T EEG nahrdvani klidové aktivity 30s
pro normalizaci zdznamu pro normalizaci zdznamu
EEG nahravani klidové aktivity 30s
pro normalizaci zdznamu

Napojeni zvifete na konektor

Obrizek 5 Casové schéma experimentu ¢.4

4.7. Statistické metody

Pocet zvirat ve skuping byl pfedem stanoven na zakladé ptedchozich zkuSenosti a podle zasad
3R (Replacement, Reduction a Refinement; https://www.nc3rs.org.uk/the-3rs (ptistup 10. ledna
2023)). Pted kazdym provedenym experimentem byla jednotliva zvifata ndhodné rozdélena do
konkrétnich skupin. Bylo vynalozeno veskeré usili k minimalizaci celkového poctu pouZzitych
zvitat a jejich utrpeni. Sbér dat a jejich analyza byla vzdy provedena bez ohledu na konkrétni
skupinu. Jako statisticky vyznamné byly vZzdy povazovany dvoustranné rozdily nad 5 % hladiny

vyznamnosti (p <0,05).

Pro jednotlivé experimenty byly pouzity odliSné statistické metody.
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Experiment ¢.1 (HloZek et al., 2017)

Pro analyzu lokomoce rozdélené do Sminutovych tusekl byla pouzita vice faktorovd ANOVA
s opakovanym méfenim. Analyza byla provedena v softwarovém systému IBM SPSS verze 22.
Hodnoceni lokomoce v Sminutovych usecich byla provedeno srovnanim lokomoc¢nich kiivek
pomoci kontrastni analyzy (popsano (Abelson & Prentice, 1997). Data byla nasledné testovana
pomoci Mauchlyho testu sféricity pro zjisténi normalniho rozlozeni dat. Pro data, u kterych
nebylo zjist€éno normalni rozloZeni, byl pouzit Levenetv test (nezavisly t-test). Z diivodu
smiSen¢ho designu a pouziti Abelsonovi analyzy kontrastu byly spocitany stupné volnosti a

zaokrouhleny na celé ¢isla z diivodu prezentace dat.

Celkova délka trajektorie pfes 30 minut, thigmotaxe a ¢as ve stfedu arény, ASR, habituace a
PPI byly analyzovény jednocestnou analyzou ANOVA. Nasledné srovnani bylo provedeno
pomoci Tukeyho post-hoc testu.

Experiment ¢.2 (Uttl et al., 2018)

Pro analyzu lokomoce rozdélené do Sminutovych useki v testu oteviené¢ho pole byla pouzita
dvoucestnd ANOVA s opakovanym meéfenim (faktor 1: 1ék; faktor 2: Casové intervaly).
Analyza byla provedena v softwarovém systému IBM SPSS verze 22. Vyznamné hlavni G¢inky
a interakce byly nasledné analyzovany pomoci nezavislého t-testu. U opakovanych méfeni
ANOVA, kde byl Mauchlyho test sféricity vyznamny, se uvadi Greenhouse-Geisserv odhad
[Greenhouse-Geissertiv odhad sféricity (€)<0,75 nebo Huynh-Feldt (€)>0,75]. Pro prezentacni
ucely byly stupné volnosti zaokrouhleny na celé Cislo. Pro nezavisly t-test, kde byl Levenetv
test pro rovnost rozptylil vyznamny, byla statistika korigovana na nestejné rozptyly dana p<0,05
(dvoustranné) bylo povaZovano za minimalni kritérium pro statistickou vyznamnost. Pro

vicenasobné srovnani byl pouzit t-test s Bonferroniho korekci.

Celkova délka trajektorie za dobu 30-ti minut, thigmotaxe a Cas ve stfedu, ASR, habituace a
PPI byly analyzovany jednocestnou analyzou ANOVA pomoci softwaru STATISTICA verze

9.0. Nésledné srovnani bylo provedeno pomoci Tukeyho post-hoc testu.
Experiment ¢.3 (Uttl et al., 2021)

Experimentalni data byla analyzovdna pomoci softwaru GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Nejprve bylo pomoci D*Agostino-Pearsonova testu normality

zjiSté€no, zda maji data normalni rozloZeni. Soubory dat, které nesplitovali normalni rozloZeni,
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byly analyzovany pomoci Kruskal-Wallisova testu. Pro zjisténi statistické vyznamnosti G¢inku
CBD byla pouzita jednocestnd ANOVA a dvoucestnd ANOVA s opakovanymi métenimi.
V piipadé zjisténi statisticky vyznamné interakce byla provedena nasledna analyza pomoci

Tukeyho post-hoc testu.

V modelu s NMDA byly rozdily mezi dvéma skupinami analyzovany pomoci Mann—
Whitneyho testu, z divodu nesplnéni normalniho rozloZeni analyzovanych dat. Incidence
jednotlivych zachvatfi a mortalita porovnana pomoci y? testu pro identifikaci trendd a nasledné

byly jednotlivé skupiny analyzovany separatné pomoci Fisherova exaktniho testu.

Cas straveny na ty¢i v Bar-holding testu byl porovnan pomoci dvoucestné ANOVA
s opakovanymi métenimi, ndsledné srovnani bylo provedeno s korekci pomoci (cz faleSna mira
objevu) False Discovery Rate (FDR). Analyza koncentrace CBD v mozku a séru byla
provedena z diivodu chybéjicich hodnot pomoci mixed-effect analyzy. Maximalni koncentrace

CBD byla hodnocena jako plocha pod kiivkou (AUC).
Experiment ¢. 4 (nepublikovana data)

Ziskana data byla analyzovana pomoci softwaru LabChart (AD Instruments) a vlastniho skriptu
v programu Matlab (Mathworks). Vysledky byly nésledn¢ zpracovany pomoci programu
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Pro hodnoceni délky trvani
naslednych vybojii a porovnani poctu epileptoformnich jevli mezi jednotlivymi skupinami byla
pouzita dvoucestna ANOV A pro opakovana méteni (1. faktor: 1é€ba, 2.faktor: ¢as stimulace) s
Greenhouse-Geisserovou korekcei. Pro prezentacni ucely byly stupné volnosti zaokrouhleny na
celé Cislo. Data byla vyjadiena jak pro ziskané absolutni hodnoty, tak také jako procentualni
zména oproti 1.stimulaci zvifete. ZjiSténé vyznamné hlavni u¢inky a interakce byly nasledné
analyzovany pomoci Tukey post-hoc testu s pozadovanou vyznamnosti p<0,05.

Pro analyzu vyznamnosti zmén v proudoveé hustoté (power spectral density) v ndmi zvolenych
pasmech byla pouzita jednocestnd ANOVA pro opakovand méfeni s Greenhouse-Geisserovou
korekci. Pro prezentaéni ucely byly stupné volnosti zaokrouhleny na celé ¢islo. V ptipadé
zjisténi statisticky vyznamné interakce byla provedena nasledna analyza pomoci Tukeyho post-

hoc testu s pozadovanou vyznamnosti p<0,05.
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5. VYSLEDKY

V této Casti disertacni prace jsou prezentovany publikovand data formou kratkych komentar,
ktera odpovidaji feSenym experimentim 1-3 a dale jsou zde prezentovana nepublikovana data
experimentu ¢.4, kde byl hodnocen G¢inek CBD na excitabilitu mozku v modelu néslednych

vyboju u potkana. Tyto data jsou pfipravovany k publikaci a jsou zde prezentovana podrobnéji.
ybojuup y ] prip ykKp ] p p 1)
5.1. Srovnani vysledkii farmakokinetiky kanabinoidi

Nase vysledky ukazali vyrazny vliv zptisobu podani kanabinoidl nejen na casovy profil, ale
sc. podani Obrdzek 6. Pro tento zpisob administrace se projevil u THC (3 a 10 mg/kg) a JWH-
210 (0,5 mg/kg) specifickym bifazickym profilem, kde nejvyssich hladin bylo dosazeno 1 h po
podani a druhy nizsi vrchol se objevil po 4 resp. 8 hodinach. Oproti tomu pfi sc. podani JWH-
073 jsme nepozorovali bifazicky profil, ale doslo ke zpozdéni maximalni koncentrace, ktera
byla pozorovana az 4 hodiny po podani a dochazelo jen k pomalému poklesu zjisténych hladin
Obrazek 9. Inhalaéni podani vykazovalo nejrychlejs$i narast plasmatickych koncentraci
kanabinoidd (v rdmci minut), po kterém nasledoval rychly pokles plazmatickych hladin a
naslednd akumulace kanabinoid v mozku Obrdzek 7. Nejvyssi hladiny kanabinoidi jsme zjistili
po peroralnim podani, kdy bylo dosazeno maximalnich koncentraci 2 hodiny po podani a tyto
hladiny oproti inhalaénimu podani byly vyrazné stabilnéjSi Obrdzek 8. Pokud bylo THC a CBD
podano soubé&zné, tak jsme detekovali vyss§i hladiny THC a niZ§i hladiny CBD nez v ptipadé
samostatného podani. Pfi srovnavani jednotlivych zpisobli podani byly také zméteny
koncentrace metabolitdh THC, a to konkrétné psychoaktivni 11-OH-THC a nepsychoaktivni
THC-COOH. 11-OH-THC byl detekovan u v§ech zptsobt podani THC a v ptipad¢ peroralniho
podani jeho hladiny v mozku (150 ng/g) byly srovnatelné s hladinami THC nalezenymi po
inhala¢nim podani. THC-COOH oproti 11-OH-THC vykazoval vyrazné niz$i hladiny se
zpozdénym néstupem 4-8 hodin po podani a byl detekovatelny po cely 24hodinovy interval. Po
inhala¢nim a sc. podani nebyl THC-COOH detekovany v mozkové tkdni. V ramci této studie
jsme také byli upozornéni na moznost konverze CBD na THC v kyselém prostiedi zaludku. Pti
analyze vzorkl se ndm povedlo detekovat THC po podani samotného CBD. Tyto hladiny byly
detekovany jak po sc. tak i po peroralni podani. Tyto nélezy jsou popsany v ¢lanku (Hlozek et
al., 2017). V navaznosti na toto kontroverzni téma doslo, po upozornéni (Vacek et al., 2021) na
mozny metodicky problém, k provéfeni metodiky a byla zjiSténa konverze CBD na THC

v rozmezi 0-10 % pribéhu analyzy vzorkii na SPE discich. Tento nalez byl zminén v nasi
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publikaci (Uttl et al., 2021). Ve studii zaméfené na antikonvulzivni t¢inek CBD u mlad’at byl
stanoven farmakokineticky profil CBD po ip. podani. Pfi vyssi davce CBD 60 mg/kg byly
pozorovany stabilni hladiny CBD v mozku po dobu 4 hodin s maximalni koncentraci v mozku
1 séru 2 hodiny podani Obrdzek 10. Farmakokinetické vysledky srovnavajici rtizné zptsoby
podani jsou publikovany (Hlozek et al., 2017), farmakokineticky profil syntetickych
kanabinoidd byl publikovan (Uttl et al., 2018), vysledek farmakokinetiky CBD u 12dennich
mléad’at byl publikovan (Uttl et al., 2021).
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Obrazek 6 Farmakokineticke profily CBD, CBD + THC a THC v krevnim séru a mozkové tkani po
subkutannim podadni v davce 10 mg/kg, 6 zvirat pro kazdy casovy interval, n.d. - nedetekovino
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Obrazek 7 Farmakokinetické profily CBD, CBD + THC a THC v krevnim séru a mozkové tkani po
inhalacnim podani. Poddno pomoci vaporizéru 20 mg/4 zvirata v boxu/ doba inhalace 5 minut, 6 zvirat
pro kazdy casovy interval

CBD CBD+THC THC
800 - 40 800 - a00 -
— 30
~. 600 20 600 600 -
-]
£ 10
(=)
E 400 o 400 -
= 1] 2 4 6 8
= b —&—THC
g 200 | :' ' / - 200 - — %~ - OH-THC
v
[
- - - CBD
[ e »
o e ~ o -
1] 4 8 12 16 20 24 o 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Time from administration (h)
800 - 800 - 800 -
— 600 600 - 600 -
bo
35
g
o 0 400 -
=
© % g
a 200 | i - CBD 200 -
] THCn.d,
i -
o Ik A - o M ook Pt
o 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 1 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Time from administration (h)

Obrazek 8 Farmakokineticke profily CBD, CBD + THC a THC v krevnim séru a mozkové tkani po
peroralnim podani, podano 10 mg/kg, 6 zvirat pro kazdy casovy interval, n.d. — nedetekovano
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Obrazek 9 Farmakokineticky profil A9-THC (3 mg/kg, sc.) a jeho metabolitii 11-OH-THC a THC-
COOH v ruznych casovych bodech (30 minut, 1, 2, 4, 8 nebo 24 hodin po podani). Data jsou uvedena
jako prumer £ SEM (n=6 zvifat na skupinu), sérove hladiny jsou vyjadreny v ng/ml. (B)
Farmakokineticky profil JWH-073 (0,5 mg/kg, sc.) a JWH-210 (0,5 mg/kg, sc.) v riiznych casovych
bodech (30 minut, 1, 2, 4, § nebo 24 hodin po podani). Data jsou uvedena jako priimer + SEM (n=38
zvirat na skupinu) sérove hladiny vyjadreny v ng/ml
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Obrazek 10 Koncentrace CBD v séru (ug/ml plazmy, prazdny kruh) a mozkové tkani (ug/mg tkané,
Cervena kolecka) u mladat, hodnocen v 5¢asovych intervalech po intraperitonedlnim podani (osa x, 0,5
az 24 h). Pouzité davky 10 mg/kg (vievo) a 60 mg/kg (napravo). Data jsou vyjadiena jako priumeér £ SD.
Hvezdicky oznacuji vyznamny rozdil mezi hladinami v plazmeé v mozku
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5.2. Srovnani vysledkii behavioralnich experimentii po podani kanabinoidu
5.2.1. Test otevireného pole

Nase vysledky v testu oteviené¢ho pole ukazaly signifikantni mirny pokles lokomoce po
inhalacnim podani kanabinoidd. Zvifata, kterym byly podany kanabinoidy peroralné,
vykazovaly v ptipadé THC a jeho kombinace s CBD vyrazny sedativni u¢inek. Samotné CBD
po peroralni podani vedlo k mirnému nardstu lokomoce zvitat. Oproti tomu subkutanni podani
THC, CBD nem¢lo zadny vliv délku trajektorie Obrdazek 11, Obrdzek 13, Obrazek 15. Nicméné
pii sc. podani THC (3mg/kg) byla pozorovana zména v distribuci pohybu s nartistem vyskytu
zvitat v centralni ¢asti arény, coz mize poukazovat na anxiolyticky uc¢inek THC v této davce.
Syntetické kanabinoidy byly podany pouze subkutann¢. Pouze JWH-073 mél vliv na lokomo¢ni
aktivitu, kdy po podani 0,5 mg/kg JWH-073 doslo k signifikantnimu zvySeni délky trajektorie
Obrazek 12, Obrazek 14, Obrazek 16.

5.2.2. Test prepulzni inhibice (PPI) akustické ulekové reakce (ASR)

Pro samotnou analyzu dat byla z jednotlivych skupin vytfazena zvifata, ktera vykazovala
ASR<10, nejcastéji po peroralnim podani THC. S ohledem na sniZzeny prah odpovédi by
pfipadny pokles ASR vlivem habituace ¢i prepulzni inhibice nebyl zjistitelny. Vzhledem
k velkému mnozstvi vyloucenych zvitat byl peroralni zplsob podéani z nasledné faktorialni
analyzy vyloucen. Nasledna analyza neprokézala naruSeni ASR, habituace. Pii analyze PPI-
ASR bylo zjisténo signifikantni sniZeni PPI po podani CBD oproti kontrolni skupiné Tabulka
2, Obrazek 17. Syntetické kanabinoidy v ndmi pouZitém davkovani nemély zadny vliv na
ulekovy stimul, habituaci zvifat ani neovlivnily vyznamné PPI-ASR. Oproti tomu THC, které
bylo v této studii pouzito jako referencni latka v davce 1 mg/kg vykazalo trend sniZzeni PPI

(p=0,06) Obrdzek 18.

5.2.3. Motorické testy

Pro zjisténi moznych uc¢inkt CBD u mlad’at byly zvoleny 2 testy zaméfené na motoriku a
motorické uceni u mlad’at, které se vyrazné liili svoji obtiznosti. Pfi testovani schopnosti
navratu mlad’at do normalni vzpiimené polohy nebyl pozorovan zadny vliv CBD a vSechna
zvirata se vratila do vzpfimené polohy za méné nez 1 s. V Bar-holding testu nebyl u zvifat
pozorovan zadny rozdil v latenci k padii z ty¢e mezi testovanymi skupinami pred podanim CBD

nebo vehikula, ani 1 hodinu po podani téchto latek. Oproti tomu podani CBD (10 mg/ kg i 60
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mg/kg) vedlo u zvitat k vyznamnému zkréceni Casu strdveného na ty¢i ve srovnani s kontrolami

pii 3. testu tj. 24 hodin po podani latky Obrdzek 19.
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Obrazek 11 Srovnani celkové trajektorie po subkutdnnim, inhalacnim a perordlnim podani vehikula,
THC, CBD a THC + CBD vdavce 10 mg/kg, v pripadé inhalacniho podani 20 mg/box/4 zvirata.
Smérodatné odchylky zobrazuji +/- 1 SEM, hvézdicky oznacuji signifikantni rozdily oproti odpovidajici
kontrolni skupiné p <0,05

A o B soxo . Cuo
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5000 E o0 E coo0
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T 4000 B 4000 & 4000
= = £
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"i‘zum §zma i‘zm
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Control THC1mg THC3mg Contral  JIWH-073 JWH-073 IWH-073 Control  JWH-210 JWH-210 JWH-210
0.1mg/kg 0.5 mg/kg Smglkg 0.1mg/kg 0.5 mg/kg 5 mg/g

Obrazek 12 Celkova lokomoce (cm) po podani (A) A 9-THC (1 a 3 mg/kg, sc.), (B) JWH-073 (0,1, 0,5 a
5 mglkg, sc.) A (C) JWH-210 (0,1, 0,5, a 5 mg/kg, sc.). Data jsou prezentovany jako primeér £ SEM
trajektorie vyjadrené v cm za celou dobu 30minutového testu. * p<0,05 vs. kontrolni skupina.
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Obrazek 13 Priumérna délka trajektorie rozdélena do Sminutovych blokii po subkutannim (10 mg/kg),
inhalacnim (20 mg/box/4 zvirata) a peroralnim (10 mg/kg) podani (VEH, THC, CBD, THC+CBD) s
charakteristickymi trajektoriemi zvirat (A) subkutanni, (B) inhalacni, (C) perordlni podani. Smerodatné
odchylky zobrazuji +/- 1 SEM, hveézdicky oznacuji signifikantni rozdily oproti odpovidajici kontrolni
skupiné p<0,05
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Obrazek 14 Test oteviencho pole (OFT): Délka trajektorie (rozdélend do Sminutovych blokii) a
charakteristické trajektorie. (4) A9-THC (1 a 3 mg/kg, sc.). (B) JIWH-073 (0,1, 0,5 nebo 5 mg/kg, sc.).
(C)JWH-210 (0,1, 0,5 a 5 mg/kg, sc.), Chybové usecky zobrazuji = 1 SEM, p<0,05 = * p<0,01 = **
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Obrdzek 15 (A) Cas straveny v centru arény (Tcentre) a (B) pravdépodobnost vyskytu v perifernich
oblastech (tigmotaxe) pro subkutanni, inhalacni a perordlni podadni vehikula (VEH), THC, CBD,
THC+CBD (10 mg/kg, resp. pro inhalacni podani 20 mg/box/4 zvitata). Data jsou uvedena jako priimér
+ SEM. * p <0,0 vs. odpovidajici kontrolni skupina
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Obrazek 16 Cas straveny ve stiedu arény. (A) A9-THC (1 a 3 mg/kg, sc.), (B) JWH-073 (0,1, 0.5 a 5
mg/kg, sc.) A (C) JWH-210 (0,1, 0,5, a 5 mg/kg, sc.). Pravdépodobnost vyskytu v perifernich zondach
(tigmotaxe). (D) A9-THC (1 a 3 mg/kg, sc.), (E) IWH-073 (0,1, 0,5 a 5 mg/kg, sc.) a (F) JWH-210 (0,1,
0,5 a 5 mg/kg, sc.). Data jsou uvedena jako prumér £+ SEM. ** p <0,01 vs. kontrolni skupina
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Tabulka 2 ASR, Habituace, PPI pro subkutanni, inhalacni a peroralni podani kanabinoidii
(Hlozek et al., 2017)

Table 2 ASR, habituation and PPI: Means (5.E.M.s are shown in italics) for the cannabinoid (THC, CBD, THC+CBD) by route
(subcutaneous, pulmonary, oral). Values reflect AVG amplitude, after exclusions where ASR < 10 arbitrary units. The values
presented under THC and THC +CBD oral administration (bold and underlined) correspond to reduced number of animals after
exclusion of ASR non-responders; remaining subjects were: n = 5 for THC group and n = 1 for THC+CBD group.

Drug Treatment

Measure Route Wehicle THC CBD THC+CBD
ASR (arbitrary units) Subcutaneous 162.57 (36.22) 189.73 (43.51) 132.37 (16.76) 231.33 (57.35)
Pulmonary 112.28 (25.79) 213.06 (47.70) 155.83 (31.25) 146.95 (21.85)
Oral 185.00 (39.75) 35.45 (9.47) 126.33 (22.23) 27.46 (3.83)
Percentage Habituation Subcutaneous 59.93 (7.28) 58.67 (10.13) 60.53 (6.28) 52.65 (1.99)
Pulmonary 60.68 (6.17) 55.96 (.39) 57.68 (6.50) 64.01 (7.48)
Oral 51.71 (10.79) 71.11 (12.01) 44.31 (11.13) 29.07 (32.64)
Percentage PPl Subcutaneous 51.91 (6.67) 39.13 (7.09) 30.23 (8.70) 51.31 (4.74)
Pulmonary 47.36 (6.25) 37.33 (4.54) 35.06 (7.60) 55.05 (5.42)
Oral 30.03 (5.39) 39.37 (18.07) 34.81 (8.12) 19.28 (17.57)
60
50 I
g— 40
<
- 30
o
o
= 20
10
0

VEH THC CBD THC+CBD

Obrazek 17 Procentudlni zména PPI-ASR prepulzni inhibice ulekové reakce pro srovnani podani
vehikula (VEH), THC, CBD a THC+CBD spolecné pro subkutanni (10 mg/kg) a inhalacni podani (20
mg/box/4 zvirata). Smérodatné odchylka +/- 1 SEM, statisticka vyznamnost vyznacena * oproti kontrolni
skupiné, linedrni cary ukazuji intrakanabinoidni signifikance p<0,05.

58



ASR (arbitary units)

SEM 34,70 34,1 73,65 23,86 71,24 28,19 2119 46,06 98,173
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Obrdzek 18 Ucinek (4) A9-THC (1 nebo 3 mg/ kg, sc.), JWH-073 (0,1; 0,5 a 5 mg/ kg, sc.) a JWH-210
(0,1; 0,5 nebo 5 mg/kg, sc.) na iilekovy akusticky impuls (ASR) a habituaci. Ucinek (B) A9-THC (1 nebo
3 mg/kg, sc.), (C) IWH-073 (0,1, 0,5 nebo 5 mg/kg, sc.) a (D) IWH-210 (0,1, 0,5 nebo 5 mg/kg, sc.) na
prepulzni inhibici ulekové reakce. Data jsou zobrazena jako priiomér + SEM procent prepulzni inhibice

ulekove reakce
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Obrdzek 19 Ucinky CBD na motorické uceni v Bar-holding testu —tj. ¢as mladéte straveny na ty¢i. CBD
vyznamné neovlivnil cas straveny na ty¢ v tomto testu (osa y v sekunddch) jednu hodinu po podani CBD.
U kontrolnich zvirat byl cas na listé vyznamné delsi 24 hodin po prvni expozici tomuto testu. Naproti
tomu zvirata vystavena jedné z davek CBD (10 nebo 60 mg/kg) méla tendenci zlepsovat sviij vykon v
tomto testu pouze mezi 1. a 3. testem a stravila kratsi dobu na tyci ve srovndni s kontrolami. Poprvé
byla zvirata testoviana pred podanim CBD nebo vehikula. Dalsi testy byly provedeny o 1 hodinu a 24
hodin pozdéji. # oznacuje statisticky vyznamny rozdil mezi casem stravenym na listé pri porovnani 3.
testu s predchozimi testy v ramci jedné skupiny. * oznacuje statisticky vyznamny rozdil ve srovnani
s kontrolami.
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Srovnani antikonvulzivnich u¢inkia CBD
5.2.4. Model PTZ a NMDA indukovanych zachvatu

V modelu PTZ indukovanych zachvatl v souladu s pfedchozimi studiemi nebyl pozorovan u
mlad’at vyskyt minimalnich zachvatl (odpovidajici 3. stupni modifikované Racinovi $kaly’) a
zvitata vykazovala zachvaty odpovidajici 4. a 5. stupni Skaly s projevy klonickych a tonicko-
klonickych kieci. V kontrolni skupiné doslo u vSech zvirat k GTCS odpovidajici 5. stupni
Racinovi skaly. Po podani CBD (60 mg/kg) bylo pozorovano sniZzeni zdvaznosti zdchvatt, jak
v porovnani s kontrolni, tak i s niz8§i davkou CBD (10 mg/kg) Obrdzek 20. Déle jsme zjistili
vyznamné ovlivnéni tonické faze generalizovanych zachvatii. Niz§i ddvka CBD zabranila
progresi zachvatu do extense pfednich koncetin, ale nebyl ovlivnén vyskyt flexni casti
tonického zachvatu. Po podani vyssi davky CBD doslo k uplnému vymizeni tonické faze
generalizovanych zachvat. Ve skupiné kontrolnich zvifat se pfitom tonickd faze zachvatu
vyskytovala v 100 % na ptednich koncetinach a v 50 % na zadnich koncetinach s rozvojem
tonické flexe na prednich koncetinach a gradovanim do tonické extenze piednich koncetin. U
kontrolni skupiny zvitat byla primérna latence ke generalizovanym zachvattim (skére 4-5) 251
vtefin. Podani CBD 60 mg/kg vedlo k vyznamnému zvySeni latence (354 vtefin). Mortalita
zvitat byla v pribéhu 30. minutového intervalu po podani PTZ velmi nizk4a a nevykéazala zadné
statisticky vyznamné rozdily (kontrolni skupina 1 z 10; v obou skupinach po podani CBD 0
z 8). V. modelu vékove vazanych spasmi vyvolanych podanim NMDA byla testovdna pouze
vyss$i davka 60 mg/kg CBD, kterd neovlivnila sledované parametry zachvatu, jako jsou latence

nebo zavaznost zachvati Obrdzek 21.

® Modifikovand Racinova $kéla, viz Tabulka 1. Pro minimalni zachvat jsou u potkand typické samovolné zaskuby
prednich koncetin.
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Obrizek 20 Ucinky CBD ve dvou davkach (10 a 60 mg/kg) na zdchvaty vyvolané PTZ. CB v ddvce
60 mg/kg vyznamné snizZil zavaznost zachvatii (A) a tento ucinek byl rizen predevsim specifickou supresi
tonicke slozky generalizovanych tonicko-klonickych zdachvatii (B). Procento zvirat vykazujicich
kompletni generalizované tonicko-klonické zdachvaty (zelena) a generalizované zachvaty bez tonické
faze, tj. generalizované klonické zachvaty (zluté) je zobrazeno na ose y V této davce CBD vedl ke zvyseni
latence ke generalizovanym zachvatim (C). V nizsi davce 10 mg/kg blokovalo CBD prechod z tonické
flexe (svetle modré; pouze predni koncetiny TF) do tonické extenze na prednich koncetinach (tmavé
modré; predni koncetiny TF progradujici do TE prednich koncetin) (D). Hvezdicky oznacuji vyznamny
rozdil ve srovndni s kontrolami, # oznacuji vyznamny rozdil ve srovnani mezi riuznymi davkami CBD.
Osa x ve vSech trech grafech predstavuje kontrolu a dvé skupiny s riznymi davkami (10 a 60 mg/kg)
CBD. Dat v grafech (4, C) jsou prezentovana jako krabicové grafy (median vzorku a prvni a tieti kvartil
s whiskery (min a max). Krouzky oznacuji jednotlivé hodnoty.
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Effects of CBD in NMDA model
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Obrizek 21 Ucinky CBD v modelu NMDA. Predbéznd lécha 60 mg/kg CBD neovlivnila incidenci (levy
panel) Zadnych hodnocenych parametriit NMDA-indukovanych zachvatii — emprostotonickych (flexnich)
zachvatii (ES), generalizovanych klonickych tonickych zdachvati (CTS) nebo mortality (Ex). Latence
(pravy panel) jednotlivych parametrii se nelisily od kontrol. Dalsi podrobnosti jako na obrazku 2
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5.2.5. CBD v modelu kortikalnich naslednych vyboji — nepublikované vysledky
pripravované k publikaci

V ramci toho experimentu jsme se rozhodli vyuzit model néslednych vybojii vyvolanych
kortikalni stimulaci u dospélého potkana. Zvitata byla stimulovdna opakované: (1. stimulace:
tj. pred podanim latky, 2. stimulace: latka (1 h) tj. 1 h po podani vehikula nebo CBD, 3.
stimulace: washout (48 h), kdy by dle nasich vysledki farmakokinetiky nemél byt pfitomen
CBD v detekovatelnych koncentracich. U zvifat bylo hodnoceno trvani néaslednych vyboji,
pocet epileptoformich jevl (hrotova aktivita, hrot — vlna komplexy, vyskyt rekurentnich
naslednych vybojli) a zmény v hustoté¢ vykonovych spekter (power spectral density) v nami
zvolenych pasmech (delta 0,5-4 Hz, theta 4-8 Hz, alfa 8-12 Hz, beta 12-18 Hz, gama 18-70
Hz).

Zmény v hustoté vykonovych spekter byly separatné hodnoceny ve dvou ¢asovych tsecich, a
to v casech: a) 0-15 s po skonceni elektrické stimulace, zaznamenavajici zmény v tseku
pokryvajicim trvani naslednych vyboji, b) analyza zmén ve spektralni densité v pritbéhu celého

120s zaznamu.

Hodnoceni délky trvani naslednych vyboji a poc¢tu epileptoformnich jevii:

Pii analyze poctu naslednych vybojli vyjadfenych jako procentudlni zména oproti 1. stimulaci
(kdy vysledek po 1. stimulaci byl pro kazdou skupinu = 100%) nedoslo k prokazani zadnych
signifikantnich G¢inkd 1é¢by [F (2, 15) =1,359, p>0,05], ale byl pozorovan trend ¢asu stimulace
[F(2, 30)=3,037, p=0,06] a jejich interakce [F(4, 30)=2,526, p=0,06]. Nasledny post-hoc test

neodhalil Zadné signifikantni zmény mezi porovnavanymi skupinami Obrdzek 22.

Analyza délky trvani naslednych vyboji vyjadiena jako procentudlni zména oproti 1.stimulaci
prokézala signifikantni vliv ¢asu stimulace [F (2, 26) =7,264, p<0,01], nesignifikantni u¢inek
lécby [F(2, 15)=2,590, p<0,05], a vyznamnou interakci u jejich interakce [F(4, 30)=3,598,
p=0,0164]. Nasledny post-hoc test ukéazal nesignifikantni zvySeni v kontrolni skupiné 1 h po
podani oleje oproti 1. stimulaci (p=0,0875) Obrazek 23.
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Obrazek 22 Srovnani poctu detekovanych naslednych kortikalnich vybojii vyjadirenych v % oproti 1.
stimulaci zvirat — baseline (0 h) = 100 %. Na ose X jsou zobrazeny tri casové intervaly (tj. baseline (0
h) — interval pred podanim testovanych latek, latka (1 h) -1 hodina po sc. podani vehikula, CBD 10
mg/kg a 100 mg/kg odpovidajici predpokladanym nejvyssim koncentracim CBD v mozku a intervalu 48
h po podani testovanych latek s predpokladanym. Data jsou zobrazena jako priumér + SEM.
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Obrazek 23 Srovndni zmény trvani ndslednych kortikalnich vybojii vyjadienych v % oproti 1. stimulaci
zvirat — baseline (0 h) = 100 %. Na ose X jsou zobrazeny tri casové intervaly (tj. baseline (0 h) — interval
pred podanim testovanych latek, latka (1 h) -1 hodina po sc. podani vehikula, CBD 10 mg/kg a 100
mg/kg odpovidajici predpoklddanym nejvyssim koncentracim CBD v mozku a intervalu 48 h po podani
testovanych latek s predpokladanym. Data jsou zobrazena jako primér + SEM
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Analyza spektralniho vykonu

Analyza zmén v pasmu delta Obrdzek 24 po skonceni elektrické stimulace neprokdzala
signifikantni zmény po podani vehikula v testovanych intervalech: (interval 0-15 s [F (2,27) =
0,977, p>0,05], interval 0-120 s [F (2, 227) = 0,349, p>0,05]). Proti tomu po podani CBD
v obou davkach byly zaznamenany signifikantni zmény vykonu, pro CBD 10 mg/kg interval 0-
15 s [F (2, 22)=4,27, p<0,05], interval 0-120 s [F(2, 190)=22.,4, p<0,001], pro CBD 100 mg/kg
interval 0-15s [F (2, 21)=24,89, p<0,001] resp. 0-120 s [F(2, 166)=12,53, p<0,001]. Nasledna
post-hoc analyza pomoci Tukey testu ukazala v piipadé nizsi davky pokles vykonu v pasmu
delta po 3. stimulaci (wash-out) v obou vyhodnocenych usecich (interval 0-15 s, p<0,01;
interval 0-120s, p<0,001). V pfipad¢ vyssi ddvky CBD 100 mg/kg signifikantné snizil vykon
pii 2. i 3. stimulaci v obou analyzovanych usecich (0-15 s, p<0,01; 0-120s, p<0,001) resp. (0-
15 s, p<0,001; 0-120s, p<0,01).

Analyza zmén v pasmu theta Obrdzek 25 prokazala nartist vykonu po podani vehikula v obou
hodnocenych intervalech 0-15 s [F(2, 27)=19,00, p<0,001] resp. 0-120 s [F(2, 196)=30,9,
p<0,0015]. Naslednd post-hoc analyza pomoci Tukey testu ukdzala signifikantni zvySeni
vykonu v analyzovaném useku 0 -120 s po 2. i 3. stimulaci (oba, p<0,001). Pti analyze intervalu
0-15s byl pomoci Tukey testu odhalen nartist vykonu u 3. stimulace (p<0,001). V ptipade
podani CBD vdavce 10 mg/kg odhalila analyza signifikantni zmény vykonu v obou
hodnocenych intervalech 0-15 s [F(2, 21)= 23,6, p<0,001], 0-120 s [F(2, 164)=67,5, p<0,05].
Nasledna analyza pomoci Tukey testu ukdzala signifikantni nartist v obou intervalech v ptipad¢
2. stimulace (0-15 s, p<0,01; 0-120s, p<0,001) a poté nasledovany poklesem pfti 3. stimulaci (0-
15 s, p<0,01; 0-120s, p<0,001). Vyssi davka CBD 100 mg/kg pii analyze intervalu 0-120s
neprokdzala zadny ucinek na vykon v pasmu theta [F(2, 183)=0,7008, p>0,05], nicméné
v intervalu 0-15s byla pozorovdana zména vykonu v pasmu theta [F(2, 22)=10,85, p<0,01].
Nasledny post-hoc test Tukey odhalil nartist vykonu po 2. stimulaci (p<0,05), ktery byl

nasledovany poklesem pfti 3 stimulaci (p<0,05). x

Analyza zmén v pasmu alfa Obrdzek 26 neprokazala signifikantni zmény po podani vehikula
v analyzovaném intervalu 0-15s [F(2, 21)=2,41, p>0,05], v ptipadé analyzy tseku 0-120 s byl
odhalen signifikantni zména vykonu [F(2, 229)=7,08, p<0,001]. Nasledna post-hoc analyza
ukézala narGst vykonu v pasmu alfa mezi 2. a 3. stimulaci (p>0,001). Podani CBD vedlo
k signifikantnim zménam pii davce 10 mg/kg v obou analyzovanych intervalech 0-15 s [F(2,

20)=16,0, p>0,001], 0-120s [F(2, 181)=19,6, p<0,001] a v davce 100 mg/kg v intervalu 0-120
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s [F(2, 184)=3,925, p<0,05]. Nasledna post-hoc analyza prokazala narist vykonu v pdsmu alfa
pti 2. stimulaci v hodnoceném intervalu 0-15s po podani CBD 10 mg/kg (p<0,001). Oproti
tomu byl také zjistén pokles vykonu v pasmu alfa v intervalu 0-120 s po podani CBD 100
mg/kg pii 2. stimulaci (p<0,001) a v tomtéz intervalu také po podani CBD 10 mg/kg pfi 3.
stimulaci (p<0,001).

Analyza zmén v pasmu beta Obrdzek 27 po podani vehikula prokézala signifikantni nartst
vykonu v obou analyzovanych intervalech 0-15 s [F (2, 19)=6,04, p<0,05], 0-120 s [F (2,
215)=15.,4, p<0,001]. Post-hoc analyza prokazala v intervalu 0 -120 s zvySeni vykonu bé¢hem
2. stimulace (p<0,001) i 3. stimulace (p<0,001). V intervalu 0-15 s doslo k signifikantnimu
zvySeni vykonu pouze pfi 2. stimulaci (p<0,001). Po podani obou hodnocenych davek CBD
byly pozorovéany signifikantni zmény vykonu v pasmu beta, které se projevily v obou
hodnocenych intervalech, CBD 10 mg/kg 0-15 s [F (2, 24)=30,2, p<0,001], 0-120 s [F (2,
168)=39,8, p<0,001]; CBD 100mg/kg 0-15 s [F (2, 24)=3,793, p<0,05], 0-120 s [F (2,
207)=5,244, p<0,01]. Post-hoc analyza prokézala narist vykonu v pdsmu beta pro CBD 10
mg/kg v obou ¢asovych intervalech po 2. stimulaci (0-15 s, p<0,001; 0-120 s, p<0,001) a pokles
pii 3. stimulaci v hodnoceném intervalu 0-120 s (p<0,05). Po podani CBD 100 mg/kg doslo
k poklesu vykonu u 2. stimulace v obou intervalech 0-15 s, p<0,05; 0-120 s, p<0,05).

Statistickd analyza EEG zaznami v pdsmu gamma Obrdzek 28 prokézala signifikantni zmény,
jak po podani vehikula v hodnocenych intervalech 0-15 s [F (2, 25)=69,7, p<0,001] a 0-120 s
[[F (2, 143)=55,80, p<0,001], tak i po podani CBD: CBD 10 mg/kg 0-15 s [F (2, 22)=26,7,
p<0,001], 0-120 s [[F (2, 206)=70,2, p<0,001]; CBD 100 mg/kg 0-15 s [F (2, 22)=4,436,
p<0,05], 0-120 s [F (2, 184)=13,80, p<0,001]. Nasledna post- hoc analyza prokézala po podéani
vehikula zvySeni vykonu v pdsmu gamma pii 2. stimulaci v obou hodnocenych tusecich
zaznamu (0-15's, p<0,001; 0-120 s, p<0,001). Po podani CBD 10 mg/kg doslo k nartstu vykonu
v pasmu gamma pii 2. stimulaci (0-15 s, p<0,001; 0-120 s, p<0,001) 1 3. stimulaci (0-15 s,
p<0,05; 0-120 s, p<0,001). Pti podani CBD 100 mg/kg doslo v intervalu 0-120 s ke zvySeni
vykonu v pasmu gamma pfi 2. i 3. stimulaci (obé, p<0,001). Oproti tomu v analyzovaném useku

0-15 s byl zaznamenam narist pouze pii druhé stimulaci (p<0,05).
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Obrazek 24 Srovnani primérnych hodnot relativniho vykonu v pasmu delta po podani vehikula (horni
Fada — ozn. ¢ernou), CBD 10 mg/kg (prostiedni fada — ozn. tmave Sedou) a CBD 100 mg/kg (spodni
Fada — ozn. svétle Sedou). Analyzovany byly 2 casové intervaly, tj. 0-15 s ihned po skonceni stimulace
(nejvyssi mira vyskytu kortikalnich naslednych vybojii) a cely casovy usek 0-120 s. Na ose X jsou
vyznaceny 3 stimulace (1. stimulace = pred podanim latky — slouzi jako kontrola, 2. stimulace = 1 hod
po podani latky (predpoklidané max. koncentrace CBD v mozku), 3. stimulace = 48 h po podani latky
(wash-out). Na ose Y — relativni vykon v analyzovaném pasmu — bezrozmeérna veliciny (podil rozdilu
absolutniho vykonu cilového pasma v hodnoceném useku vs. prumérna hodnota odpovidajiciho EEG
pasma ziskaného z baseline (15 s) pred stimulaci. Data jsou zobrazena jako primér = SEM, * oznacuji
vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolou (1. stimulaci) znacenap < 0,05 = * p < 0,01 = ** p < 0,001=
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**% # oznacuji vyznamny rozdil ve srovnani 2. a 3. stimulacep < 0,05 =# p < 0,01 = ## p < 0,001 =
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Obrazek 25 Srovnani primérnych hodnot relativniho vykonu v pasmu theta po podani vehikula (horni
Fada — ozn. ¢ernou), CBD 10 mg/kg (prostiedni fada — ozn. tmave Sedou) a CBD 100 mg/kg (spodni
Fada — ozn. svétle Sedou). Analyzovany byly 2 casové intervaly, tj. 0-15 s ihned po skonceni stimulace
(nejvyssi mira vyskytu kortikalnich naslednych vybojii) a cely casovy usek 0-120 s. Na ose X jsou
vyznaceny 3 stimulace (1. stimulace = pred podanim latky — slouzi jako kontrola, 2. stimulace = 1 hod
po podani latky (predpoklidané max. koncentrace CBD v mozku), 3. stimulace = 48 h po podani latky
(wash-out). Na ose Y — relativni vykon v analyzovaném pasmu — bezrozmeérna veliciny (podil rozdilu
absolutniho vykonu cilového pasma v hodnoceném useku vs. priimérnd hodnota odpovidajiciho EEG
pasma ziskaného z baseline (15 s) pred stimulaci. Data jsou zobrazena jako primeér £ SEM, * oznacuji
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vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolou (1. stimulaci) znacena p < 0,05 = * p < 0,01 = ** p < 0,001
= *¥% # oznacuji vyznamny rozdil ve srovnani 2. a 3. stimulace p < 0,05 = # p < 0,01 = ## p < 0,001
= #Hi#
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Obrazek 26 Srovnani prumérnych hodnot relativniho vykonu v pasmu alfa po podani vehikula (horni
Fada — ozn. cernou), CBD 10 mg/kg (prostiedni fada — ozn. tmavé Sedou) a CBD 100 mg/kg (spodni
Fada — ozn. svétle Sedou). Analyzovany byly 2 ¢asové intervaly, tj. 0-15 s ihned po skonceni stimulace
(nejvyssi mira vyskytu kortikalnich naslednych vybojii) a cely casovy usek 0-120 s. Na ose X jsou
vyznaceny 3 stimulace (1. stimulace = pred podanim latky — slouzi jako kontrola, 2. stimulace = I hod
po podani latky (predpokladané max. koncentrace CBD v mozku), 3. stimulace = 48 h po podani latky
(wash-out). Na ose Y — relativni vykon v analyzovaném pdsmu — bezrozmérna veliciny (podil rozdilu
absolutniho vykonu cilového pasma v hodnoceném useku vs. prumérna hodnota odpovidajiciho EEG
pasma ziskaného z baseline (15 s) pred stimulaci. Data jsou zobrazena jako primeér £ SEM, * oznacuji
vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolou (1. stimulaci) znacena p < 0,05 = * p < 0,01 = ** p < 0,001
= *¥% # oznacwji vyznamny rozdil ve srovnani 2. a 3. stimulace p < 0,05 = # p < 0,01 = ## p < 0,001
= ##
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Obrazek 27 Srovnani primérnych hodnot relativniho vykonu v pasmu beta po podani vehikula (horni
Fada — ozn. cernou), CBD 10 mg/kg (prostiedni fada — ozn. tmavé Sedou) a CBD 100 mg/kg (spodni
Fada — ozn. svétle Sedou). Analyzovany byly 2 casové intervaly, tj. 0-15 s ihned po skonceni stimulace
(nejvyssi mira vyskytu kortikalnich naslednych vybojii) a cely casovy usek 0-120 s. Na ose X jsou
vyznaceny 3 stimulace (1. stimulace = pred podanim latky — slouzi jako kontrola, 2. stimulace = 1 hod
po podani latky (predpokladané max. koncentrace CBD v mozku), 3. stimulace = 48 h po podani latky
(wash-out). Na ose Y — relativni vykon v analyzovaném pdsmu — bezrozmérna veliciny (podil rozdilu
absolutniho vykonu cilového pasma v hodnoceném useku vs. primérnd hodnota odpovidajiciho EEG
pasma ziskaného z baseline (15 s) pred stimulaci. Data jsou zobrazena jako primeér £ SEM, * oznacuji
vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolou (1. stimulaci) znacena p < 0,05 = * p < 0,01 = ** p < 0,001
= *¥% # oznacwji vyznamny rozdil ve srovnani 2. a 3. stimulace p < 0,05 = # p < 0,01 = ## p < 0,001
= ##
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Obrazek 28 Srovnani priimérnych hodnot relativniho vykonu v pasmu gamma po podani vehikula (horni
Fada — ozn. cernou), CBD 10 mg/kg (prostiedni fada — ozn. tmavé Sedou) a CBD 100 mg/kg (spodni
Fada — ozn. svétle Sedou). Analyzovany byly 2 casové intervaly, tj. 0-15 s ihned po skonceni stimulace
(nejvyssi mira vyskytu kortikalnich naslednych vybojii) a cely casovy usek 0-120 s. Na ose X jsou
vyznaceny 3 stimulace (1. stimulace = pred podanim latky — slouzi jako kontrola, 2. stimulace = 1 hod
po podani latky (predpoklidané max. koncentrace CBD v mozku), 3. stimulace = 48 h po podani latky
(wash-out). Na ose Y — relativni vykon v analyzovaném pdsmu — bezrozmérna veliciny (podil rozdilu
absolutniho vykonu cilového pasma v hodnoceném useku vs. primeérnda hodnota odpovidajiciho EEG
pasma ziskaného z baseline (15 s) pred stimulaci. Data jsou zobrazena jako primeér £ SEM, * oznacuji
vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolou (1. stimulaci) znacena p < 0,05 = * p < 0,01 = ** p < 0,001
= *¥% # oznacwji vyznamny rozdil ve srovnani 2. a 3. stimulace p < 0,05 = # p < 0,01 = ## p < 0,001
= ##
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6. SOUHRNA DISKUZE

6.1. Farmakokinetika piirodnich a syntetickych kanabinoidi

Nase farmakokinetické nalezy potvrdily velmi vyrazny vliv zptisobu podani kanabinoidl na
jejich farmakokineticky profil. V souladu s literaturou bylo po inhala¢nim podéni, jako
nejtypictéjsim zplisobu konzumace konopi, dosazeno maximalnich plazmatickych koncentraci
kanabinoidi jiz v nékolika minutach po inhalaci. Poté dochazi k rychlému poklesu
plazmatickych hladin kanabinoidii a dochazi k jejich kumulaci v mozku. Toto zpozdéni
maximalnich mozkovych hladin kanabinoida odpovidd zpozdéni maximalnich
behaviordlnich/kognitivnich U¢inkti oproti sérovym hladindm pozorovanym v klinickych
studiich (Huestis, 2007; Manwell, Charchoglyan, et al., 2014; Manwell, Ford, et al., 2014).
CBD vykazoval pfi inhala¢nim podani niZsi biologickou dostupnost nez THC, coZ miiZze byt
teoreticky zplisobeno i mirn€ odliSnymi teplotami varu obou slouc¢enin (McPartland & Russo,
2001). Pti soubézném podani CBD a THC jsme pozorovali pokles CBD a nartst detekovanych
hladin THC oproti koncentracim, kterych bylo dosazeno pfti podani jednotlivych kanabinoidii
samostatng. Tento nélez byl pozorovdan i po perordlnim a sc. poddni a je v souladu
s publikovanymi studiemi (Guy & Robson, 2004; Huestis, 2007; Nidadavolu et al., 2021).
Predpokladame, ze nami pozorovany nartst hladin THC je zptisoben inhibi¢nim ti¢inkem CBD
na jaterni metabolismus THC. CBD pusobi jako inhibitor CYP-450 (ptfevazné pro izoformy
CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4) (Zhornitsky & Potvin, 2012). Oproti tomu,
1ze jen spekulovat 0 mozné interakci CBD a THC, kterd je zodpovédna za pozorovani snizenych
hladin CBD. Teoreticky Ize tento jev ptfisuzovat indukci metabolismu CBD pomoci THC. Je
prokéazéano, ze THC je schopen aktivovat CYP2C9 (Qian et al., 2019), ktery G¢inné metabolizuje
pomoci hydroxylace CBD na aktivni metabolit 7-OH-CBD (Beers et al., 2021).Peroralni
zpuisob podani se v nasi studii ukdzal jako nejucinnéjsi zplisob aplikace z hlediska dosaZzenych
hladin v mozku a jejich stabilité. Tento nédlez byl v rozporu z literatury hlaSenou nizkou
biologickou dostupnosti kanabinoidii po perordlnim podani (Huestis, 2007; Zhornitsky &
Potvin, 2012) a mohl byt zpiisoben rozpusténim podanych kanabinoidl v oleji a vystavenim
zvitat 12. hodinovému pistu. Subkutanni. podani oproti peroralnimu a inhalacnimu podani
vykazovalo specificky bifazicky profil kanabinoidli s maximéalnim vrcholem 1 hodinu po
podéni a s druhym vrcholem 4 resp. 8 hodin po podéani. Vysvétlenim tohoto druhého vrcholu
muze byt model kompartmentu, kdy v prvni fazi po sc. podani dochazi k uvolnéni c¢asti
kanabinoidd do krevniho tecisté a ¢ast kanabinoidl se deponuje do podkozni tukové tkané

v okoli. Poté dochazi k postupnému uvoliiovani kanabinoidi a jejich redistribuci v zavislosti na
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prokrveni organt a rozloZeni tukd (Huestis, 2007; Lucas et al., 2018). Obdobn¢ jako ptirodni
kanabinoidy byl stanoven farmakokineticky profil SC po sc. podani. JWH-210 vykazoval
podobny bifazicky profil, jako jsme pozorovali u THC a CBD. JWH-073 dosahlo maximalnich
hladin az 4 hodiny po podani, coz naznacuje vyssi lipofilnost JWH-073 a jeho pomalejsi
uvolnovani z podkozi do krve (Malyshevskaya et al., 2017; Schaefer et al., 2014). U obou SC
byly jejich hladiny detekovatelné v séru i po 24 hodinach od podani, coz odpovidd pomalejSimu
odbourdvani kanabinoidli, vzhledem k jejich akumulaci v tukové tkani (Malyshevskaya et al.,

2017; Schaefer et al., 2014).

U mléad’at jsme zvolily intraperitonealni podani CBD. Oproti literarnim adajim u dospélych
zvirat, kde bylo dosazeno u¢inné antikonvulzivni davky po podani 120 mg/kg, jsme stejnych
hladin CBD v mozku doséhli pfi podani polovi¢ni davky CBD (Deiana et al., 2012; Klein et
al., 2017). Oproti dospélym potkanlim naSe vysledky u mlad’at ukazaly vyrazn€ vyssi pomér
hladiny CBD v séru v porovnani s hladinami v mozku. Tyto nélezy jsou pravdépodobné
zpusobeny nezralosti metabolickych drah, které jsou odpovédné za odbouravani CBD (McPhail
et al., 2016). Nicméné pro vhodné porovnani nasich farmakokinetickych dat u mlad’at neni
dostatek studii zaméfenych na vyvijejici se potkany. Celkové naSe farmakokinetické nalezy
ukazuji u ptirodnich i syntetickych kanabinoidi moznost jejich detekce i po 24 hodinach od
podani, dané jejich lipofilni povahou a schopnosti interakce s metabolickymi drdhami
odpovédnymi za jejich odbourdvani. Déle jsme prokézali odlisné farmakokinetické profily pro
jednotlivé zplisoby podani kanabinoidd s vyraznym vlivem podani na detekované hladiny

kanabinoidd i jejich metabolitd.

6.2. Behavioralni u¢inky prirodnich a syntetickych kanabinoidu

V castecném rozporu s literaturou jsme v naSich experimentech nepozorovali typickou
kanabinoidni tetradu (sniZenou citlivost na bolestivé podnéty, hypotermii, katalepsii a celkové
sniZzeni motorické aktivity (EI-Alfy et al., 2010; Katsidoni et al., 2013; Marshell et al., 2014).
Pouze pii peroralni podani THC a THC v kombinaci s CBD doslo k velmi vyrazné inhibici
pohybové aktivity potkanti, coz odpovida také nami nejvys$Sim namétenym hladindm THC a
jeho metabolitu 11-OH-THC u testovanych zvifat v naSich experimentech. Ptekvapujicim
zjiSténim byla absence tetrddy, nebo alespoil vyrazngj$iho poklesu lokomoce po podani
syntetickych kanabinoidi. Pfi srovnatelnych davkach, jako byly pouzity v nasi studii byl pfitom
pokles lokomoce popsan u obou testovanych syntetickych kanabinoida (Gatch & Forster, 2016;
Marshell et al., 2014).
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V souladu s literaturou jsme pozorovali davkové specificky ucinek na lokomocni aktivitu
v testu otevieného pole. V piipadé inhala¢niho podéani kanabinoidl jsme zaznamenali pokles
lokomoce jak u THC, CBD tak i jejich kombinace. Inhala¢ni a peroralni podani THC nebo jeho
kombinace s CBD vedla k vy$§im hladinam THC v mozku zvifat a nésledné k poklesu
lokomo¢ni aktivity. Oproti tomu, po sc. podani (10 mg/kg) jsme nepozorovali ovlivnéni délky
trajektorie, ale v nizsi davece 3 mg/kg byla zménéna distribuce pohybu zvifat s nartistem vyskytu
zvifete ve stfedu arény, coz odpovidd popisovanému anxiolytickému u¢inku THC v nizSich
davkach. Tento nélez je v souladu s anxiolytickymi u¢inky CB1 agonisty v nizkych davkach,
oproti anxiogennim u¢inkiim popisovanych po podani vysokych davek (Moreira & Wotjak,
2010). Anxiolytické u¢inky CB1 agonistii byly popsany v celé fad¢ dalSich behavioralnich testii
(Berrendero & Maldonado, 2002; Patel & Hillard, 2006; Rubino et al., 2008). Naopak u vyssi
davky A9-THC doslo k narGstu anxiety u zvifat (Patel & Hillard, 2006; Rubino et al., 2008).
Pozorované signifikantni snizeni lokomo¢ni aktivity po peroralnim a inhala¢nim podani velmi
pravdépodobné souvisi se zjisténymi hladinami THC v mozku. V piipad€ peroralniho podani
(kde bylo v ramci nas$i studie dosazeno nejvysSich hladin) doslo u zvifat ke katalepsii. Tato
pozitivni korelace mezi hladinami podaného THC a pozorovanymi sedativnimi U€inky je
v literatuie popsana (Shi et al., 2005; Jenny L Wiley & Martin, 2003). Diilezitost zplisobu
podani kanabinoidl na chovani publikoval Marshell a kolektiv, v jejichz studii inhala¢ni podani
THC a syntetickych kanabinoidi (JWH-018, JWH-073) zptisobilo jen mirné snizeni lokomo¢ni
aktivity, v porovnani s intraperitonedlnim podanim, které vyvolalo silny kataleptogenni ti¢inek
(Marshell et al., 2014). Dle udaju z literatury THC muze mit v zavislosti na davce také opacné
ucinky na lokomoci, tj. v nizkych davkach mize vyvolavat zvySeni lokomoce a az ve vysSich
davkach za¢ne mit sedativni u¢inky (El-Alfy et al., 2010; Katsidoni et al., 2013). V ptipadé
nasich studii jsme nepozorovali u Zaddného zplsobu podani THC zvySenou lokomo¢ni aktivitu
zvitat 1 ptes vyrazné odlisné hladiny THC v mozku zvitat. Oproti tomu po sc. podani JWH-073
(pouze v davce 0,5mg/kg) doslo k prodlouZeni zjisténé trajektorie zvifat. Podani JWH-210
v Zadné davce nevedlo ke zméné pohybové aktivity. Tyto vysledky nejsou v souladu s diive
popsanym sniZzenim pohybové aktivity u JWH-210 (0,5-5 mg/kg; (Gatch & Forster, 2016))
nebo u JWH-073 (3-30 mg/kg; (Marshell et al., 2014).V nasi studii nebyl CBD schopen
normalizovat u¢inek THC na lokomoci i pfesto, Ze bylo pozorovano mirné zvyseni lokomoce
po podéani samotného CBD. Obdobny nartist lokomoce po podani CBD byl pozorovan i u
potkanii Sprague-Dawley (Britch et al., 2017). Nicmén¢ vzhledem ke zjisténym trajektoriim
nepiedpokladame, Ze tento ndrist pohybu zvifete byl dan pouze potencidlné anxiolytickymi

G&inky CBD.
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V testu PPI-ASR jsme museli vytadit velké mnozZstvi zvifat po peroralnim podani THC a THC
+ CBD z divodu vyrazné sedace. Dana zvitata prakticky nereagovala na tlekovy stimul. To
ukazuje, ze snizena lokomoce zvifat byla dané spiSe silnou inhibici pohybové aktivity, nez
snizenym zajmem o pruzkum prostiedi nebo zvySenou anxietou zvitat. V nasich studiich nebyl
zaznamenan vyznamny ucinek THC, THC+CBD, ani syntetickych kanabinoidi. Vysledky
studii o G¢inku kanabinoidii jsou v soucasné dob¢ dosti nekonzistentni. V nékterych studiich
A9-THC a syntetické kanabinoidy (tj. JIWH-073, JWH-18, JWH-250 nebo WIN55212,2)
vyvolaly snizeni ulekové reakce v zavislosti na pouzité davce (Levin et al., 2014; Ossato et al.,
2016), oproti tomu v nékterych dalsich studiich A9-THC neovlivnilo PPI-ASR (Boucher et al.,
2007; Long et al., 2010; Malone & Taylor, 2006). Pozorované rozdily jsou pravdépodobné
zpisobeny citlivosti pouzitych druhli zvifat ke kanabinoidiim (mys$ vs. potkan), stejné tak
citlivosti na stres a piisobeni kanabinoidi jednotlivych kmentl Sprague-Dawley x Wistar x SHR
(spontann¢ hypertenzni potkani), mirou agonismu ¢i antagonismu kanabinoidi k CB1 receptoru
a pouzitymi davkami (Gururajan et al., 2011; Levin et al., 2014; Malone & Taylor, 2006).
V nasi studii jsme piekvapive zjistili naruSeni PPI-ASR po podani samotného CBD bez ohledu
na zpusob podani, coz je Castecn¢ v rozporu s literaturou, kterda ukazuje schopnost CBD
normalizovat naruSeni PPI-ASR v fadé rtiznych modelti psychoz (Gomes et al., 2014;

Gururajan et al., 2011; Levin et al., 2014; Pedrazzi et al., 2015).

Rada studii prokazala, ze CBD je u pacienti velmi dobfe sndien a nebyly hlaseny zadné
vyznamné vedlejsi Gcinky. Nicméné samotné preklinické tdaje o bezpecnosti CBD u mlad’at
jsou vyrazné omezené. Podavani CBD v terapeutickych davkach u 7dennich potkanii (vyvojova
maximalni citlivost k neuronélni apoptdze vyvolané antiepileptiky) vede ke zvySené neurondlni
apoptoze (Bittigau et al., 2002). Nicmén¢ tento tcinek je mén€ vyrazny v porovnani s dal§imi
protizachvatovymi 1é€ivy, které se pouzivaji v 1écb€ neonatalnich zachvati (Ikonomidou &
Turski, 2010). Protoze vedlejsi ti¢inky AED a o to vice CBD nebyvaji rutinné testovany u
mlad’at laboratornich zvitat, tak byla ptidana jednoduché baterie testl k posouzeni t€¢inku CBD
na motorické schopnosti zvitat. Testy byly zvoleny na zdklad¢ tirovné zrani senzorimotorického
systému mlad’at a podstatné se liSily svoji obtiznosti (Altman & Sudarshan, 1975). Zatimco
vzpiimovaci reflexy dozréavaji kratce po narozeni zvitete a predstavuji jednoduchou reakci ke
korekci orientace téla pii jeho vychyleni z normalni vzptimené polohy, test drzeni na tyc¢i (Bar-
motorickych testech nebyl ovlivnén hodinu po podani CBD, coZ podporuje ptedchozi studie u

dospélych zvitat, které neprokézaly naruseni motorickych schopnosti zvitat (Klein et al., 2017).
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Na rozdil od kontrolnich zvifat v§ak nedoslo u zvifat po podani CBD ke zlepSeni vykonu pfti
opakovaném testu drzeni ty¢e 24 hodin po podani CBD. Zlepseni s opakovanim je znamkou
motorického uceni a bézné se vyskytuje u mnoha pohybovych tkoli u vyvijejicich se zvirat
(Altman & Sudarshan, 1975). Mozné negativni u€inky CBD na schopnost motorického uceni
je vhodné dale prezkoumat z divodu omezeného poctu behaviordlnich testli pouzitych v nasi

studii.

6.3. Antikonvulzivni u¢inek v modelech zachvati PTZ a NMDA

CBD byl v souladu s literaturou schopen zablokovat tonickou fazi zachvati vyvolanych u
mlad’at podanim PTZ. Nami zjisténé blokovani tonické faze zachvatu (tj. mozkovym kmenem
generovanych zachvatli (Mares & Velisek, 1992) bylo popsano u dospélych potkanti v modelu
maximalniho elektroSoku (MES) (Izquierdo & Tannhauser, 1973; Klein et al., 2017). Tento
ucinek byl pozorovan také u jeho derivatu kanabidivarinu (CBDV), kde CBDV byl schopen
zablokovat tonickou fazi zachvatii u 10. dennich mlad’at potkan (Huizenga et al., 2019).
Zablokovani tonické faze zachvatu lze velmi dobie modelovat v modelu maximélniho
elektroSoku a je specifickym tc¢inkem fady antikonvulzivnich 1€kti ptehledné v rev. (Ldscher,
2011). Oproti tomu CBD nebyl schopen zablokovat v€kové vazané flexni zachvaty vyvolané
syst¢tmovym podanim NMDA. Tento typ zachvatu se da spolehlivé indukovat pouze u zvitat
do 3 tydni véku (Mares & Velisek, 1992) a Ize ho pouzit jako model infantilnich kieci pro
screening 1€kl (Kébova et al., 1999). Nicméné tento model vykazuje vysoce farmakorezistentni
zachvaty a jen velmi nizky pocet 1é¢iv je schopen tlumit tento typ zachvatu, ptikladem muiize
byt vigabantin ¢i valproat (Kabova et al., 1999; Kubova & Mares, 2010)(Kabova et al., 1999).
Pouze jedna studie u mySi prokazala, Ze CBD miize snizovat zadvaznost generalizovanych
zachvatli vyvolanych NMDA (Rodriguez-Mufioz et al., 2018). Rozdilny vysledek nasi a jejich
studie mize byt zplsoben odliSnymi zplsoby podani intraperitonedlni vs.
intracerebroventrikularni NMDA a CBD, mys vs. potkan a riznymi vyvojovymi stadii zvifat. |
pfes netcinnost CBD ve farmakorezistentnim modelu flexnich zichvati vykazal CBD
schopnost snizit zavaznost generalizovanych zachvat vyvolanych pomoci PTZ. V souladu
s na$imi nalezy je CBD povolen pro 1é¢bu syndromu Dravetové, Lennox-Gaustiv syndrom
(Corroon & Kight, 2018) a ukazuje se, Ze mize byt vhodnym doplitkem k 1é¢bé zachvatii u fady
standardnich antiepileptik (E. Perucca, 2017; Silvestro et al., 2019). Detailné;jsi diskuze nasich
vysledki je publikovéana v ¢lanku (Uttl et al., 2021).
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6.4. Vliv CBD na excitabilitu mozku v modelu naslednych vyboji u potkana
(Nepublikované vysledky)

Analyza EEG zdznamu ukazuje zmény v excitabilit¢ mozku po podani CBD u dospélého
potkana s moznym terapeutickym potencidlem a dopliuje vysledky antikonvulzivniho u¢inku
CBD u mlad’at, které jsou vyse uvedené v predkladané disertacni praci a také v publikaci (Uttl
et al., 2021). V této studii jsme zvolili kortikdlni nizkofrekvencni elektrickou stimulaci 8 Hz,
vyvolavajici kortikdlni nasledné vyboje pomoci stimulace kortikothalamokortikalni drahy
(Makal et al., 1993). Ziskané vysledky ukazuji pouze trend snizeni poctu a trvani naslednych
vyboji. Snizeni poctu naslednych vybojii a jejich trvani je v souladu sufinky CBD
pozorovanych v celé fadé modelt zachvatu, jako jsou MES, nizkofrekven¢ni stimulace (6 a 8
Hz), pentylentetrazol, kainat a dalsi (Goerl et al., 2021; Gray et al., 2020; Grayson et al., 2021;
Klein et al., 2017; Lazarini-Lopes et al., 2020; Patra et al., 2019). Nicmén¢ ucinek CBD je
vyrazné zavisly na pouzité davce a zpisobu podani CBD. Nesignifikantni vysledky nasi studie
mohly byt zptisobeny i zvolenim subkutanniho podani CBD, po kterém jsou hladiny CBD
vyrazn€ nizsi nez po peroralnim ¢i intraperitonedlnim podédni (Deiana et al., 2012; Hlozek et
al., 2017; Klein et al., 2017) a nemuseji byt dostate¢né k vyvolani robustniho antiepileptického
ucinku CBD v ndmi pouzitém modelu naslednych vybojt. Dilezitost zptisobu podani ukazuje
i prehledovy ¢lanek (Patra et al.,, 2019), kdy jako ucinné zptisoby podani jsou uvedeny
intraperitonedlni, perordlni a intravendzni podani CBD z dlivodu dosaZeni vysokych hladin
v mozku (Patra et al., 2019). I ptes nesignifikantni antiepilepticky ¢inek CBD byla provedena
analyza EEG zaznam pro zjisténi vlivu CBD na vykon v jednotlivych frekvenénich pasmech.
Zde jiz byly pozorovany signifikantni zmény vykonu v jednotlivych pasmech. V souladu
s literaturou zde bylo pozorovano signifikantni sniZzeni vykonu v pdsmu delta, zabranéni
nartistu vykonu v pasmu théta po 48 hodinach a také zvySeni vykonu v pasmu gamma po 3.

stimulaci.

Pozorované snizeni pomalé aktivity v pasmu delta miiZze poukazovat na mozny antiepilepticky
ucinek CBD. Nartist pomalé aktivity v pasmu delta je popisovan napiiklad u spontdnné
hypertenznich potkani (SHR) a je spojovan se zvySenou excitabilitou mozku tohoto kmene
(Tchekalarova et al., 2016; Vorobyov et al., 2011). Pomalé viny delta jsou generovany
thalamokortikalnim okruhem a poukazuji na zvySenou hyperpolarizaci thalamo-kortikalnich
neuronim (Llinas & Steriade, 2006; Steriade et al., 1993). NarGst v pasmu delta byl také
pozorovan po podani NMDA jak u SHR potkant, tak 1 u potkanit kmene Wistar (Vorobyov et
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al., 2011). Obdobn¢ je nariist v pasmu delta a théta popisovan u potkand podstupujicich
kindling (opakovanou podprahovou stimulaci) vedouci k rozvoji zachvatové aktivity (Jalilifar
et al., 2016). Toto zvySeni vykonu ve frekvencnim rozmezi pasem delta a theta bylo také
popsano u pacientii s idiopatickymi generalizovanymi zachvaty (Clemens et al., 2000;
Clemens, 2004). Zvyseny vykon v pasmu delta a théta byl pozorovéan také u mysiho modelu
Angelmanova syndromu (Gu et al., 2019). U pacientll s touto vrozenou genetickou vadou
dochazi k vyrazné mentélni retardaci, opozdénému psychomotorickému vyvoji, strnulosti,
porucham feci a velmi ¢asto toto onemocnéni doprovazi epileptické zachvaty s ¢astou l€kovou
rezistenci. V souladu naSimi nalezy CBD byl schopen v této studii velmi vyznamné
snizovat/normalizovat vykon v padsmech delta. Oproti tomu u kontrolnich zvifat nedoslo

k vyznamnému ovlivnéni spektralniho vykonu po podani CBD (Gu et al., 2019).

V pasmu théta u kontrolni skupiny bylo pozorovano zvySeni vykonu po 2. stimulaci a také po
48 hodinach u 3. stimulace. Pfi podani CBD 10 mg/kg doSlo ke zvySeni vykonu v pasmu théta
1 hodinu po podani (2. stimulace) a nasledné¢ po 48 h (3. stimulace) zde byl pozorovan
signifikantni pokles vykonu. Po podani CBD 100 mg/kg nebyla pozorovan zadnéd zména pfi
hodnoceni celého 120 s intervalu, ale pfi analyze prvnich 15 s zaznamu po skonceni stimulace
zde byl pozorovan narist vykonu v piipadé 2. stimulace a pokles pii 3. stimulaci. Obdobné¢ jako
u pasma delta, je zvySeny vykon v pasmu théta pozorovan u celé fady epileptickych pacienti
(Adebimpe et al., 2015; Clemens et al., 2000; Clemens, 2004; Douw et al., 2010; Scherer et al.,
2020). Bylo prokazano, Ze CBD je schopen normalizovat zvySeny vykon v pasmu théta (Gu et
al., 2019). ZvySeny vykon v pasmu théta positivné koreluje s rychlej$im rozvojem epilepsie

v pritbéhu epileptogeneze (Milikovsky et al., 2017).

V péasmu alfa byl pozorovan pokles vykonu po podani CBD 10 mg/kg v hodnoceném intervalu
120 s pfi 3. stimulaci po 48 h. Pfi hodnoceni intervalti 0-15 s po skonceni stimulace byl
pozorovan nartst v pasmu alfa 1 h po podani CBD. Po podani vyssi davky CBD 100 mg/kg byl
pozorovan pokles vykonu v pasmu alfa pfi 2. stimulaci. U kontrolni skupiny nedoSlo
k signifikantnim zmé&ndm v tomto pasmu. SniZzeny vykon v pasmu alfa byl pozorovan u
pacientt s idiopatickymi generalizovanymi zachvaty (Clemens, 2004). Nicméné oproti tomu
bylo zvySeni vykonu alfa pozorovano v ptipad¢ epileptickych zachvata typu grand mal
v pribéhu probouzeni (EGMA)(Clemens et al., 2000). Vyznamné sniZeni v pasmu alfa bylo
také popsdno u pacientl s epilepsii oproti zdravym kontroldm. Nicméné toto snizeni v pasmu

alfa (zpomaleni zdznamu) je u pacientii doprovazeno nartistem vykonu v nizSich frekvencich
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(Miyauchi et al., 1991; Pyrzowski et al., 2015) . V nasem ptipadé se ovsem po podani CBD

toto snizeni vykonu alfa neprojevilo nartistem vykonu niz$ich frekvencich.

V pasmu beta jsme pozorovali u kontrolni skupiny vyznamny narast vykonu po 2. a také po 3.
stimulaci. Po podani CBD 10 mg/kg byl pozorovan signifikantni nartst vykonu u 2. stimulace
a jeho snizeni pii hodnoceni 120 s useku pfi 3. stimulaci. Vyssi davka CBD 100 mg/kg se
projevila signifikantnim snizenim vykonu v pdsmu beta po 2. stimulaci. Zmény v pasmu beta,
respektive pokles vykonu v pasmu beta je popisovany v prubéhu epileptogeneze vyvolané
kindlingem (Jalilifar et al., 2016) nebo v ptipad¢ idiopatickych generalizovanych zachvata
(Clemens et al., 2000, 2004). Zmény v pasmu beta mohou korelovat s nizSim vyskytem
zachvatl, kdy v ptipad¢ benigni epilepsie s centrotemporalnimi hroty (BETCS) dochazi
k poklesu v pasmu beta v obdobi remise (Song et al., 2019). V souladu s ndmi pozorovanym
nariistem v pasmu beta po podani nizs$i davky CBD je studie zamétena na vliv CBD na EEG u
pacientl s refrakterni epilepsii. Tato studie ukdzala, ze CBD u pacienti neménil vétSinu
sledovanych parametri v EEG. Nicméné& byl pozorovan nértst v relativnim vykonu v pasmu

beta, ktery byl vice vyrazny u pacientl reagujicich na 1écbu CBD (Armstrong et al., 2022).

Pozorovany nartist v pAsmu gamma byl pozorovan jak u kontrolni skupiny, tak i u lécenych
skupin. V kontrolni skupiné doslo k nartistu vykonu v pdsmu gamma pouze v piipadé 2.
stimulace. Oproti tomu v obou davkach CBD byl pozorovan zvySeny vykon v pasmu gamma
nejen po 2. ale i po 3. stimulaci. Dle literatury je pozorovéana souvislost se sniZenim rychlych
frekvenci a zvySenou predispozici k epileptické aktivité (Aydin-Abidin et al., 2011; Darbin et
al., 2004; Jinde et al., 2009). Obdobné je pokles v pasmu beta a gamma popisovan u potkanti
podstupujicich kindling (opakovanou podprahovou stimulaci) v porovnani s kontrolnimi
zvitaty (Jalilifar et al., 2016). Vyskyt rychlych oscilaci v EGG pravdépodobné souvisi
s nutnosti adekvatné silné GABAergni inhibice (Marrosu et al., 2006; Whittington et al., 1995).
Zvysena citlivost k zachvatiim byla pozorovéana u zvifat se snizenym vykonem v gamma pasmu.
Toto sniZzeni vykonu bylo pozorovano napf. pii porovnani EEG spontanné hypertenznich
potkant vs. potkanli kmene Wistar, kdy hypertenzni zvifata vykazovala zvySenou nachylnost
k zachvatiim (Tchekalarova et al., 2016), nebo v pfipadé¢ mysi kmene BALB, které vykazovaly
zvysenou citlivost na penicilinem indukované zachvaty, ve srovnani s C57 mySmi (Aydin-
Abidin et al., 2011). U téchto mysi byly pozorovany i dal§i zmény vykonu v jednotlivych
spektrech asociovanymi s vys$i citlivosti k zdchvatiim, jako je zvySeny vykon v pasmech delta,

théta a snizeny vykon v pasmu beta (Aydin-Abidin et al., 2011).

81



7. ZAVER

Na zéklad¢€ poznatkl ziskanych béhem feseni disertacni prace lze fici, Ze naSe nalezy mohou
slouzit jako voditko pro volbu u¢inného zptisobu podavani kanabinoidl, souborné¢ popisuji
rozdilné ti¢inky jednotlivych zplisobil podani na kinetiku kanabinoidl a zptesiiuji Casovy ramec
sérovych a mozkovych hladin kanabinoidti u dospélych potkanti i jejich mlad’at pro navrhovani
dalsi in vivo experimentl. I pies provedeni celé fady behaviordlnich testi jsme nepozorovali
typické projevy kanabinoidni tetrddy po podani THC, nebo syntetickych kanabinoidi. I pies
vyraznou podporu v literatufe o ucincich CBD v celé tad¢ klinickych indikaci, byl CBD
schopen jen velmi slabé normalizovat psychoaktivni ucinky THC. Navic nase vysledky
ukézaly, ze CBD je sam schopen naruSovat senzorimotorické zpracovani informaci. V souladu
s literaturou jsme potvrdili antikonvulzivni G¢inky CBD, zavisejici na zvoleném modelu
zachvatu. Zajimavym zjisténim bylo, ze CBD v davkach schopnych potlacovat zachvaty
nenarusuje motorické schopnosti mlad’at, ale mize narusit jejich schopnost motorického uceni.
Tento ndlez by mél byt podrobnéji prozkouman. Nase vysledky odrazeji vysokou variabilitu
ucinkl kanabinoidl popisovanych v literatufe a poukazuji na nutnost dalsiho vyzkumu pro lepsi

pochopeni endokanabinoidniho systému.
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