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Abstrakt: Uzivani konopi pro 1écebné ticely se datuje daleko pired éru moderni me-
diciny.V poslednich letech vyzkum vyuziti Iécebného konopi v 1ékaiskych a farma-
ceutickych védach zaziva obrovsky rozmach. Tento prehledovy ¢lanek diskutuje bo-
tanickou klasifikaci konopi a dale nastifiuje tematickou legislativu v CR a ve svété.
Ve znacné ¢asti textu se téz zabyva sekundarnimi metabolity konopi, konkrétné fy-
tokanabinoidy a terpenickymi slou¢eninami, jejich biosyntézou a metodami izola-
ce, identifikace a kvantifikace.
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Pokracovani piispévku — prvni ¢ast publikovana

v Drugs & Forensics Bulletin ¢.4/2021.

4. SEKUNDARNI METABOLITY KONOP{

V tomto odvétvi jiz ddvno uplynula doba, kdy se p¥i
experimentech vyuzivaly neznamé kmeny konopi
s nedefinovanym obsahem alespon dvou hlavnich
kanabinoidi, THC a CBD. Nyni jsou nastaveny
piisné a sterilni péstitelské postupy s cilem opti-
malizovat a standardizovat Slechténi konopnych
kment se specifickjm sloZenim majoritnich i mi-
noritnich kanabinoida a dal$ich daleZitych fytoche-

mikalif, zejména terpend a flavonoida. Ackoliv se

vétSina stévajici védecké literatury o konopi zame-
fuje pfedevsim na dva jiz zminéné hlavni kanabi-
noidy, minoritni kanabinoidy, terpeny a flavonoidy
. ‘ . o “ v o
jsou obecné ignorovany. Dukazy vSak naznacuji,
Ze tyto slozky, zejména kanabinoidy a terpeny,
hraji vjznamnou roli pfi vzdjemném ovliviiovani
a synergickém pisobeni. Tento jev byva souhrnné

oznadovan jako ,,doprovodny efekt konopi.“**’

4.1. FYTOKANABINOIDY
Soucasny vyzkum kanabinoidii navazuje na fadu
vyznamnych objevli profesora Raphaela Mechou-

lama a profesora Yechiela Gaoniho. Ti v 60. le-
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tech identifikovali psychoaktivni slozku Cannabis
sativa, A’-tetrahydrokanabinol, popsali jeji che-

*%29 a syntetizovali ji.*° V 90. le-

mickou strukturu
tech byly v tkdnich savch identifikovany ligandy
endogennich kanabinoidnich receptorti, nazjvané
endokanabinoidy. Nejzndméj$imi zastupci jsou
anandamid® a 2-arachidonoylglycerol®*. Endoka-
nabinoidy jsou odvozeny od arachidonové kyseliny,
jako potencialni zdroj této mastné kyseliny slouzi
membranové lipidy.** Z tohoto divodu jsou kana-
binoidni latky z konopi ¢asto oznacovany jako fy-
tokanabinoidy, aby se odliSily od vySe zminénych

endokanabinoidd.'

4.1.1. Biosyntéza

Fytokanabinoidy 1ze rozdélit do dvou skupin, a to
na neutralni kanabinoidy a kanabinoidni kyseliny.
Diverzifikace je zaloZena na tom, kolik karboxylo-
vych skupin ma dana molekula. Béhem skladovani
a pfi zvySenych teplotdch miZe ale dojit k neenzy-

matické dekarboxylaci***

, coz je chemické reakce,
pfi niZ dochézi k odstépeni karboxylové skupiny
v podobé oxidu uhli¢itého (CO,).

Fytokanabinoidy, prenylované polyketidy smi-
Seného biosyntetického ptivodu, jsou syntetizova-
ny z prekurzori mastnych kyselin a izoprenoidd.
VSechny fytokanabinoidni struktury obsahuji mo-
noterpenovou jednotku ptipojenou k fenolickému
kruhu se substituentem v podobé alkylu na C3
(cit.*®). Alkylovy postranni fetézec miize mit riiznou
délku od jednoho do péti atomd uhliku (obrazek
3), ale n-pentyl je nejhojné&jsi.¥’ Fytokanabinoidy
obsahujici postranni fetézec v podobé n-propylu

se oznacuji jako kanabivariny. Tetrahydrokanabi-

OH O
1

5> OH

/ZO 3 R

4

Obr. 3 - Chemickd struktura fytokanabinoidii (zdroj:
zpracovdno autory).

varin (THCV), analog THC s postrannim fetézcem
n-propyly, se ¢asto vyskytuje u C. indica.'
Vychozimi slouCeninami pro syntézu aroma-
tickych kruhti, véetné alkylu na tfetim uhliku®,
jsou tfi molekuly malonyl-CoA a jedna moleku-
la hexanoyl-CoA odvozena od kyseliny hexanové
(kapronové).** Hexanoyl-CoA piisobi jako primer
pro enzymy, polyketidové syntazy typu III, zndmé
také jako tetraketid syntazy (TKS). V dal§im kroku
jsou vyZadovany enzymy, cyklazy olivetolové ky-
seliny (OAC), katalyzujici C2-C7 intramolekularni
aldolovou kondenzaci s retenci karboxylové skupiny
za vzniku olivetolové kyseliny.**’ V priibéhu téchto
biosyntetickych krokl vznikaji téZ vedlejsi produkty
jako 4-hydroxy-6-pentylpyran-2-on (PDAL), 4-hyd-
roxy-6-(2-oxoheptyl)pyran-2-on (HTAL) a olivetol.
Olivetolové kyselina je alkylovana monoterpenovou
jednotkou, geranylpyrofosfatem, za i¢asti geranyl-
pyrofosfat: olivetolat geranyltransferazy (GOT),
a tim vznika kanabigerolova kyselina (CBGA) (ob-
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Obr. 4 - Biosyntéza fytokanabinoidii 1/2. TKS - tetraketid
syntdza; PDAL - 4-hydroxy-6-pentylpyran-2-on; OAC

- cykldza olivetolové kyseliny; HTAL - 4-hydroxy-6-(2-o-
xoheptyl)pyran-2-on; GOT - geranylpyrofosfat: oliveto-
lat geranyltransferdza (zdroj: zpracovdno autory).
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Obr. 5 - Syntéza A°-THCA. CBGA - kanabigerolovd
kyselina; A°-THCA - tetrahydrokanabinolovd kyselina
(zdroj: zpracovdno autory).

razek 4).* V men&i mife je syntetizovan také (Z)-
-izomer kanabigerolové kyseliny, kanabinerolova
kyselina (CBNRA) (na obr. 4 z divodu ptehlednosti
nezminéna), a to v p¥ipadé, kdy je nerylpyrofosfat
vyuZit enzymem GOT namisto geranylpyrofosfa-
tu.*® Existuji t¥i kyseliny, které lze vytvoiit z CBGA
a CBNRA.

Prvni z nich, tetrahydrokanabinolové kyselina
(THCA) je syntetizovana z CBGA nebo CBNRA za
formovani{ heterocyklického kruhu pomoci enzy-
mu THCA syntazy.*® Nizka substratova specificita
THCA syntazy pro CBNRA ve srovnani s CBGA
vSak naznacuje, Zze THCA je pfevazné syntetizo-
vana z CBGA. Priibéh této reakce je obdobny jako
u jinych reakci katalyzovanych monoterpenicky-
mi cyklazami (obrazek 5). VétSina cyklaz vyzaduje
pro svou aktivitu dvojmocné ionty, jako jsou Mg**
nebo Mn*', ale u THCA syntézy tomu tak nenf.*
Ptitomnost karboxylové skupiny u substratu je
pro danou reakci zasadni, protoze THCA syntaza
nerozpoznd jako substraty neutralni kanabinoidy,
jako je kanabigerol (CBG).*

Struktura  druhé,
(CBDA) je vysledkem pericyklické reakce zahrnuji-

kanabidiolové  kyseliny
cf ztratu protonu (obrazek 6).%° Modifikace je kata-
lyzovéna intramolekulérni oxidoreduktazou, CBDA
syntazou, kterd selektivné upfednostriuje tvorbu
CBDA z CBGA pied jeho (Z)-izomerem, CBNRA.*
Byly zkoumény tuéinky rtiznych kovovych iontl
(Mg**, Mn*, Zn**, Ca**, Co®" a Cu®") na aktivitu da-
ného enzymu, ale tyto nezménily rychlost katalyzy.
Naproti tomu iont Hg** p¥i koncentraci 2 mM zce-
la inhiboval aktivitu enzymu a chelata¢ni ¢inidlo,
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), v kon-
centracich do 5 mM vykazovalo nizky pozitivni

ve

tcéinek na aktivitu enzymu. Nezdi se tedy, Ze
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Obr. 6 - Syntéza CBDA. CBGA - kanabigerolovd kyseli-
na; CBDA - kanabidiolova kyselina (zdroj: zpracovdno
autory).

by CBDA syntéza vyZadovala kovové ionty pro oxi-
dativni cyklizaci CBGA.** CBDA syntéza a THCA
syntéza katalyzuji tvorbu jednotlivich optickych
izomer® o enantiomern{ ¢istoté vys$si nez 95 %.%

Tteti, kanabichromenova kyselina (CBCA) je
syntetizovdna z CBGA pomoci oxidace a cyklizace
CBCA syntézou (obrazek 7). CBCA je syntetizova-
na jako enantiomerni smés v poméru 5:1, prav-
dépodobné kvili ¢asteénému uvoltiovani mezi-
produktl z aktivnitho mista CBCA syntdzy pred
dokonéenim reakce*’. Testy kovovych iontd
Mg*, Zn**, Ca®" a Cu®" ukdzaly, Ze Zzddny ze zminég-
nych nestimuluje aktivitu enzymu. Podobné jako
v predchézejicim pifpadé iont Hg*" Gplné inhiboval
danou reakci jiz v koncentraci 1 mM a EDTA mirné
zvysovala aktivitu enzymu. Vse tedy naznacuje, Ze

reakce CBCA syntézy nevyzaduje kovové ionty.*

HO"""-""’I-\"""' ™, “ H”:}“"H’

~~.  CBGA CEDA

Obr. 7 - Syntéza CBCA. CBGA - kanabigerolova kyseli-
na; CBCA - kanabichromenovd kyselina (zdroj: zpraco-
vdno autory).

Croteau (1987)>° zjistil, Ze terpenické cyklazy
vyzaduji pro svoji funkci bivalentni kationty. Tyto
kovové ionty jsou schopné neutralizovat negativ-
ni naboj na difosfatovych skupinach terpenickych
molekul, a déle ionizuji allyldifosfatovy substrét.
Protoze ale CBGA difosfatovou skupinu neobsa-
huje, 1ze ocekavat, ze CBCA syntaza, CBDA synta-
za a THCA syntaza tento pozadavek na bivalentni
kationty nemaji. Z kanabinoida p¥itomnych v C.
sativa lze vétsinu klasifikovat jako A’-THC, CBD,
kanabichromen (CBC), CBG, kanabinol (CBN), ka-
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Obr. 8 - Dekarboxylace primdrnich fytokanabinoidii.
A°-THCA - tetrahydrokanabinolovd kyselina; A°-THC -
tetrahydrokanabinol; CBDA - kanabidiolovd kyselina;
CBD - kanabidiol; CBCA - kanabichromenova kyselina;
CBC - kanabichromen (zdroj: zpracovdno autory).

nabicyklol (CBL), kanabielsoin (CBE) a kanabitriol
(CBT).5"** THCA, CBDA a CBCA byvaji také nékdy
nazyvany jako primarni fytokanabinoidy, protoze
dalsi fytokanabinoidy jsou generovény z téchto t¥{
prekurzorl pfevazné neenzymatickymi degradac-
nimi cestami.

Priméarni fytokanabinoidy lze bud’ dekarboxylo-
vat na neutralni formu (obréazek 8), nebo konver-
tovat na CBE, CBN, CBT, A®-tetrahydrokanabinol
(A®-THC) ¢&i CBL vystavenim svétlu, teplu a kysliku
(obrazek 9). CBD miiZe podstoupit fotooxidaci nebo
pyrolyzu za vzniku CBE. A’-THC se pfi vystaveni
teplu prevede na termodynamicky stabilngjsf A®-
THC, nebo mtZe v pfitomnosti kysliku oxidovat na
CBT nebo CBN.¥ Piitomnost CBT a CBN spolu
s vysokymi hladinami dekarboxylovanych
fytokanabinoidt jsou chemickymi indikatory dlou-
hého skladovani za $patnych podminek.*® Rychlost
degradace primérnich fytokanabinoidt se zvySuje
spolu s teplotou, vy$§imi pocate¢nimi koncentra-
cemi primarnich fytokanabinoidi a p¥i zvétSeni
povrchu kvéta (nadrcenim), a tim tedy i vé&t${
povrchovou expozicf vzduchu.>* CBC v p¥{tomnosti
svétla degraduje na kanabinoidy typu CBL.*

Kanabivariny jsou generovany stejnymi biosyn-
tetickymi cestami z kyseliny kanabigerovarinové
(CBGVA), homologniho prekurzoru CBGA (ob-
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Obr. 9 - Biosyntéza fytokanabinoidii 2/2. CBGA - ka-
nabigerolovd kyselina; CBGVA - kanabigerovarinovd
kyselina; CBDA - kanabidiolovd kyselina; CBDVA - ka-
nabidivarinovd kyselina; CBCA - kanabichromenovd
kyselina; CBCVA - kanabichromevarinovd kyselina;
THCA - tetrahydrokanabinolovd kyselina; THCVA - te-
trahydrokanabivarinovd kyselina; CBEA - kanabielso-
inovd kyselina; CBEVA - kanabielsovarinovd kyselina;
CBLA - kanabicyklolova kyselina; CBLVA - kanabicy-
klolvarinova kyselina; CBTA - kanabitriolova kyselina;
CBNA - kanabinolova kyselina (zdroj: zpracovdano
autory).
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rézek 9).% Kanabinoidni profil v konopi prochazi
rychlymi zménami v ranych fazich ristu.”® CBDA
a THCA syntaza maji velmi podobné katalytické
rychlosti (k,, = 0,19 s* a 0,20 s™) a afinitu (K, =
134 pM a 137 uM) pro CBGA.***® Ale CBCA synté-
za vykazuje niz§i Michaelisovu konstantu (Ky, = 23
uM) a vys$si katalytickou rychlost (k. = 0,04 s™).
V ranych fazich kultivace, kde je CBGA stéle pii-
tomna v nizkych koncentracich, ptevlada tedy syn-
téza CBCA.” Jak se v8ak v pritb&hu &asu zvySuje
koncentrace CBGA, zvySuje se téinnost biosynté-

zy THCA a CBDA, a tyto slouceniny brzy pievazi
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vevs

nad koncentraci CBCA. V pozdéjsich fazich ristu
se syntéza CBGA zpomaluje a jeji relativni podil
v kanabinoidnim profilu rostliny se postupné
snizuje."”’

4.2. Terpenické slouceniny

Terpeny a terpenoidy jsou hlavnimi slozkami rost-
linnych prysky¥ic a éterickych oleji mnoha 1é¢i-
vych bylin, véetné konopi. Z chemického hlediska
se tyto dvé skupiny od sebe ¢astecné lisi. Terpeny se
skladaji pouze z uhlovodiki, kdeZto u terpenoidd je
na daném uhlovodikovému skeletu navéazana jesté
funkéni skupina ¢i jiny chemicky prvek. Tyto ter-
miny se v§ak v literatufe ¢asto zaméniuji. Terpenic-
ké slouceniny pfedstavuji jednu z nejpocetnéjsich
a strukturné nejrozmanitéjSich skupin pfirodnich
latek. Lze je rozdélit podle poctu stavebnich jed-
notek izoprenu v molekule na monoterpeny, se-
skviterpeny, diterpeny, sesterterpeny, triterpeny,
tetraterpeny a polyterpeny. Spolu se steroly tvoii
rozsahlou skupinu izoprenoid@.>*

V minulosti byly terpenické slouceniny v kni-
héch popisovany jako produkty detoxikace, avSak
zacatkem sedmdesétych let bylo nékolik terpent
demonstrovano jako toxiny, repelenty ¢i atrak-
tanty. Toto vedlo k zavéru, Ze maji zdsadni funk-
ci v antagonistickych a mutualistickych vztazich
mezi organismy. V p¥irodé hraji dilezitou roli pfi
Fizen{ rstu, obrané, komunikaci ¢i vabeni opylo-
va¢li mnohych druhi rostlin.’’ Terpenické slou-
Ceniny jsou taktéZ zodpovédné za rozdilnou vini
u riznych genotypl konopi. Pravdépodobné tedy
nasledné prispély k zamérné selekci narkotickych
genotyptl pti domestikaci.® Obsah a distribuce ter-
penickych sloucenin v rostliné se 1isi dle procesu
ziskavani, podminek prostfedi nebo zralosti rostli-
ny.* Mono a seskviterpeny byly detekovany v kvé-
tech, kofenech a listech konopi, pficemz hlavnim
mistem produkce jsou sekrec¢ni Zldzové chloupky
(trichomy). Monoterpeny obecné dominuji téka-
vému terpenickému profilu (3,1-28,3 mg/g susiny
kvétu) s hlavnimi konkrétnimi zastupci jako jsou

D-limonen, B-myrcen, o-pinen, B-pinen, terpino-
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len a linalool. Seskviterpeny, zejména B-karyofylen
a a-humulen, se ale v konopi také vyskytuji ve vel-
ké mife (0,5-10,1 mg/g susiny kvétu). P¥i péstovani
konopi za standardizovanych podminek byla zjisté-
na vyznamni pozitivni korelace mezi Grovni terpe-
nt a kanabinoidd." To lze vysvétlit skutecnosti, Ze
monoterpeny a seskviterpeny jsou syntetizovany ve

stejnyich Z14zovych trichomech jako kanabinoidy.*

4.2.1. Biosyntéza

K syntéze rostlinnych terpent ptispivaji ve svych
ranych krocich dvé biosyntetické drahy. Prvni, dra-
ha cytosolické mevalonové kyseliny (MVA), ktera je
zapojena do biosyntézy seskviterpent a triterpend.
Druh4, plastidové lokalizovand methylerythritol
fosfatova (MEP) draha, tGcastnici se syntézy mo-
noterpent, diterpent a tetraterpenu. Tyto dréhy
regulujf riizné substraty.” Zakladnimi stavebnimi
kameny vSech terpenickych struktur jsou izopen-
tenyldifosfat (IPP) a dimethylallyldifosfat (DMA-
PP). Obratlovci a bezobratli Zivoc¢ichové syntetizuji
tyto prekurzory izoprenoidi z acetyl koenzymu
A (acetyl-CoA) cestou mevalonové kyseliny, coZ je
téz kriticka draha pro syntézu cholesterolu a pre-
kurzort farnesylu a geranylgeranylu pro prenylaci
proteint. Tato cesta je rovnéZ dileZitym zdrojem
IPP a DMAPP v cytoplazmé rostlinnych bunék.”
Zde jsou v prvnim kroku konjugovany 3 jednotky
acetyl-CoA za vzniku 3-hydroxy-3-methylglutaryl
koenzymu A (HMG-CoA), a ten je dale pfeménén
na mevalonovou kyselinu pomoci HMG-CoA re-
duktazy (obrazek 10). Statiny, vCetné mevinolinu,
mevistatinu, pravastatinu a simvastatinu, mohou
blokovat tento krok limitujici rychlost biosynté-
zy.*® PYestoZe statiny blokuji produkei fytosterold
v rostlindch, nezabrariuji produkci terpenti v plas-
tidech.*

Pocéate¢nim krokem plastidické methylerythri-
tol fosfatové cesty je konverze pyrohroznové kyse-
liny (pyruvatu) a D-glyceraldehyd-3-fosfatu (G3P)
na 1-deoxy-D-xyléza-5-fosfat (DOXP) pomoci
DOXP syntézy. DOXP je poté pomoci DOXP reduk-

toizomerazy pireménén na 2-C-methyl-D-erythri-
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Methylerythritol fosfatova cesta
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Obr. 10 - Biosyntéza terpenii 1/2. CDP-MEP - 4-di-
fosfocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol-2-fosfdt; ATP

- adenosintrifosfat ; CTP - cytidintrifosfat; HMB-

-PP - (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enylpyrofosfdt;
MECPP - 2-C-methyl-D-erythritol 2,4-cyklodifosft;
MVAPP - mevalondt-5-pyrofosfdt; HMG-CoA - 3-hyd-
roxy-3-methylglutaryl koenzym A; IPP - izopentenyldi-
fosfdt; DMAPP - dimethylallyldifosfdt; G3P - D-glyce-
raldehyd-3-fosfdatu; DOXP - 1-deoxy-D-xyléza-5-fosfdt
(zdroj: zpracovano autory).

tol-4-fosfat (MEP). Tento krok je mozné inhibovat

R . « 65-6
antibiotikem fosmidomycin.*>*’

Koncovym bo-
dem obou zminénych biosyntetickych drah (MVA
a MEP cesta) je IPP, ktery se poté izomerizuje na
DMAPP pomoci izomerazy IPP v cytosolu (obrazek
10). V cytosolu jsou poté dvé molekuly IPP a jedna

molekula DMAPP kondenzovéany za vzniku farne-

syldifosfatu (FPP), farnesyldifosfat syntdzou. FPP
slouZi jako prekurzor seskviterpenti. Dvé molekuly
FPP mohou byt déle kondenzovéany skvalen synta-
zou (SQS) na endoplazmatickém retikulu za vzniku
skvalenu, prekurzoru triterpend a sterold. V plasti-
du je jedna molekula IPP a jedna molekula DMAPP
kondenzovéna za vzniku geranylpyrofosfatu (GPP),
GPP syntézou (obrazek 11).** GPP je bezprostied-
nim prekurzorem monoterpenti a také stavebnim
kamenem biosyntézy kanabinoidd.”” Tyto linearnf
izoprenoiddifosfore¢nany jsou substraty pro mo-
noterpensyntazy a seskviterpensyntazy, které na-
sledné diverzifikuji tyto prekurzory enzymatickymi
modifikacemi, jako jsou hydroxylace, dehydroge-

nace, acylace a glykosylace.”"

4.3. 1ZOLACE FYTOKANABINOIDU
A TERPENICKYCH SLOUCENIN

4.3.1. Extrakce fytokanabinoidt

Na zakladé studia literatury lze rozlisit dvé kate-
gorie procesu extrakce konopnych kvéta. Za prvé,
konvenc¢ni metody, zahrnujicf maceraci rostlinné-
ho materidlu v organickém rozpoustédle. Extrakt se
pii nich koncentruje odstrafiovanim rozpoustédla.
Fytokanabinoidy byvaji pfi tomto procesu vystave-
ny kombinovanym tG¢inktim tepla, svétla, vzduchu
a kyselého prostiedi, a tim pAdem mohou podléhat
chemickym modifikacim a degradaci. Jedna z ne-
vyhod téchto konvencnich technik souvisi hlavné
s termolabilitou extrahovanych slozek. Efektivitu
tohoto typu extrakce lze kuptikladu zlepsit pro-
cesnim zapojenim ultrazvuku nebo mikrovlnného
oSetfeni.”””*

Za druhé, inovativni metody, jako je superkri-
ticka fluidni extrakce, coZ je proces separace jedné
slozky od ostatnich pouzitim superkritické latky
jako extrakéniho rozpoustédla. Extrahuje se ob-
vykle z pevné matrice, ale mize to byt i z kapaliny.
Nejpouzivanéjsi superkritickou kapalinou je oxid
uhlicity, a to navzdory své neucinnosti p¥i rozpous-
téni polarnich sloucenin. Pro zlepSeni rozpustnosti

poléarnich latek je nékdy modifikovan p¥idavkem
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Methylerythritol fosfatova cesta
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Obr. 11 - Biosyntéza terpenti 2/2. IPP - izopentenyldifosfdt; DMAPP - dimethylallyldifosfdt; GPP - geranylpyrofos-
fat; GGPP - geranylgeranylpyrofosfdt; FPP — farnesyldifosfdt (zdroj: zpracovdno autory).

malého mnozstvi jiného rozpoustédla (ethanolu ¢i
methanolu), které by mélo byt zcela misitelné se
superkritickym CO,. Extrakéni podminky pro CO,
jsou vyssi nez kriticka teplota u 31,1 °C a nad kritic-
ky tlak 73,8 barti (7,38 MPa). Pf¥idanim modifikéto-
ru se mohou tyto hodnoty ménit. Tekutina v super-
kritickém stavu je velmi mobilni. Rozpustnosti se
pfiblizuje kapalnym rozpoustédlim, zatimco pene-
trace do pevné matrice je usnadnéna transportni-
mi vlastnostmi bliZicimi se plynu. Vysoce stlaceny
plyn pak v superkritickém stavu vykazuje mimo-
F4dné vlastnosti, s rostouci hustotou vzriista totiz
schopnost rozpoustét dané latky. Zatimco zvySova-
nf tlaku zvySuje hustotu, zvySovani teploty hustotu
obvykle snizuje. Tyto parametry lze tedy pro dosa-
Zenf optimalnich vysledkd rizné kombinovat.”>”>”
Nejdalezitéj$imi parametry, které je tfeba pii
extrakci vzit v tivahu, jsou teplota, tlak, pfedbézna
uprava bylin a povaha rozpoustédla. Extrakci 1ze
povazovat za uspésnou, kdyz je dosazeno optimalni
rozpustnosti aktivnich sloucenin ve vhodném roz-
poustédle. Za timto cilem je nutné rozbit bunéc-
né struktury rostlin natolik, aby G¢inné latky byly
dobfe pristupné a mohly tak interagovat s rozpou-
§tédlem.” Nasleduje nékolik pifkladfi extrakénich

metod.

4.3.1.1. Dynamicka macerace
Pfed samotnou dynamickou maceraci je navazeno
presné mnozstvi konopnych kvétta poté je ke vzor-

ku pfidano extrakén{ rozpoustédlo. Nasleduje mag-

netické michani po urcitou dobu pti laboratorni
teploté. Roztok je potom prefiltrovan ptes filtracni
papir. Zbytek je extrahovén stejnym postupem jes-
té dvakrat, vZdy se shodnym extrakénim pomérem
(hmotnost susiny/objem rozpoustédla). Filtréty ze
vSech t¥{ extrakci jsou slity dohromady. Pfed na-
stiikem na kolonu vysokotc¢inné kapalinové chro-
matografie (HPLC) jsou jesté extrakty zfiltrovany
pomoci PTFE filtru do HPLC vialek.”””

4.3.1.2. Ultrazvukem asistovana extrakce

Na zacatek je znovu navazeno urcité mnozstvi ko-
nopnych kvétd a prilito dané mnoZstvi extrakéniho
rozpoustédla. Vzorek se déle po urcity ¢as neché
v laboratorni ultrazvukové lazni p¥i 40 °C. Roztok
je poté prefiltrovan pies filtra¢ni papir do odmérné
bariky. Postup se opakuje jesté dvakrat. Filtraty ze
vSech tif extrakei se poté spoji. Pfed nésttikem do
systému HPLC jsou extrakty jesté filtrovany pomo-
cf PTFE filtru do HPLC vialek.”***

4.3.1.3. Extrakce mikrovlnnym zarenim

Odvazené mnozstvi vzorku je v prvnim kroku ex-
trahovéano rozpoustédlem do sklenéné nadoby pti
60 °C za nepretrzitého magnetického michén{. Ex-
trakce podporovani mikrovlnnym ohfevem s fo-
kusovanym polem probiha v uzavieném systému
néadob. Po skonceni extrakce je vzorek prefiltrovan
do odmérné barky. Druhy a tfeti krok extrakce
probiha obdobné. Filtraty ze t¥{ extrakénich krokd

jsou nésledné spojeny. Pfed samotnou analytickou
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koncovkou ve formé HPLC jsou extrakty jesté zfil-
trovany pomoci PTFE filtru do HPLC vialek.”**

4.3.1.4. Extrakce fytokanabinoidu superkritic-
kym CO,

Extrakce se provadi superkritickym CO, s 20% pti-
davkem ethanolu jako spolurozpoustédla. Extrakc-
ni nadoba je naplnéna konopnymi kvéty rozemle-
tymi na prach a smichanymi se stejnym mnozstvim
pevné matrice. Po stlaceni vzorku je na horni ¢ast
umisténa zatka z viny a prazdny prostor je vyplnén
matrici. Pritok CO, se zpravidla udrZuje na pra-
mérné drovni 2,5 1/min a cely proces se provadi pti
100 barech a 35 °C po dobu 5 minut statické extrak-
ce. PTi statické extrakci je extrakéni cela naplnéna
nadkritickou tekutinou a systém je ponechan v kli-
du. Nastane pfestup analytu z matrice do extrakéni-
ho média a po urcité dobé dojde k ustaveni rovno-
vahy. Nésleduje 15 minut dynamické extrakce. P¥i
dynamické extrakci je nadkriticka tekutina ¢erpana
pres extrakeni celu se vzorkem, tudiZ vzorek je neu-
stale v kontaktu s Cerstvou nadkritickou tekutinou.
Ke sbéru extraktu je pouzit ethanol. Extrakt se poté
vysus$i a rozpusti v ethanolu. Pfed nastfikem do
systému HPLC je extrakt zfedén a zfiltrovan pomo-
cf PTFE filtru do HPLC vialek.”*

4.3.2. Izolace terpenickych sloucenin

V pribéhu c¢asu bylo vyvinuto nékolik technik
izolace terpent a terpenoidii. Silice (esencialni ¢i
éterické oleje) byvaji tradicné z trichom@ konopf
izolovany pomoci hydrodestilace. Obdobné se ale
jiz také vyuziva konven¢ni extrakce rozpoustédlem
¢ metod inovativnich.** Je potvrzeno, Ze tprava
biomasy mé vyznamny vliv na vytéZek a sloZeni
esenciélnich oleji. Suseni a skladovani rostlin vede
k vyS$$i ztraté nejvice tékavych slozek, monoterpe-

%

niu. K dal§imu sniZeni vytéZzku silic dochazi pti zvy-

v , v ¢ 85-8
Senf teploty suseni.®*’

4.3.2.1. Destilace vodni parou
a hydrodestilace

Parni destilace a hydrodestilace patii mezi nejpou-

vevs

Zivanéj$i metody izolace silic z rostlinnych zdrojt.
Tyto metody jsou uzivany k oddéleni latek, které
tékaji s vodni pérou pfi nizsi teploté, nez je jejich
bod varu. Vodn{ para pronika biomasou a rozpou-
$ti tékavé slouceniny. Rozpoustédlo a rozpusténé
latky poté kondenzuji, coZ zplisobuje jejich oddé-
leni, pticemz horni fazi kapaliny jsou éterické oleje.
Rozdil v téchto dvou metodach spociva v tom, ze
pti destilaci vodni parou je para piimo privadéna
do rostlinného materialu, zatimco p¥i hydrodesti-
laci je rostlinny material zpoc¢atku nasaknut vodou
a nasledné zah¥fvan na teplotu varu.®® Ukazuje se,
7e typ destilace ovliviiuje selektivitu vaci urcité
skupiné terpend. Fiorini et al. (2019)* porovna-
vali chemické sloZenf silice ziskané pomoci desti-
lace vodni parou a hydrodestilace a v§imli si, Ze p¥i
parni destilaci se zisk4 vét$i obsah monoterpent
(54 %) ve srovnani se seskviterpeny (44,2 %). Na-
opak hydrodestilace vedla k vét§imu zastoupent se-
skviterpenu (48,5 %) oproti monoterpentim (43,9
%). Karyofylen vSak zistal nejvice zastoupenym
seskviterpenem v silicich bez ohledu na destila¢ni
typ. Hydrodestilace byla diky vy$§imu procentu
extrahovanych bioaktivnich sloucenin vyhodnoce-
na jako 0¢innéjsi. Je to pravdépodobné proto, Ze
u parni destilace je vyvinut nizs{ tlak a para nepro-
nik4 rovnomeérné rostlinnym materidlem. Proto je
téZ zapotiebi vice Casu na extrakci slozek s vy$sim
bodem varu. Byly rovnéZ testovany riizné teploty
u obou typu destilaci kvéti konopi. Optimaln{ tep-
loty jsou 110 °C pro hydrodestilaci a 130 °C pro des-
tilaci vodni parou. Rozemleti rostlinného materialu
vedlo k dal$imu zvySeni obsahu monoterpent, ale

sniZovalo seskviterpenovou frakei.”*”"

4.3.2.2. Konvenéni extrakce rozpoustédlem

Konopi se extrahuje dobfe jak polarnim®, tak ne-
polarnim rozpoustédlem.”® Nicméné Namdar et al.
(2018)** zjistili, Ze smés polarnich a nepolarnich
rozpoustédel, konkrétné hexan/ethanol (7:3), vede
k nejtcinnéjsi extrakei terpent a soucasné kanabi-
noidl z kvétenstvi ve srovnéni s ¢istym hexanem

a ethanolem. P¥ipadné vyuZiti polarnich rozpousté-
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del vede ke zvySeni vytéZku kanabinoidd.

Z kotent a stonkové kiry konopf byly extraho-
vany triterpeny. Friedelin a epifriedelin byly izolo-
vény z kofent konopi po ethanolové extrakci®, ale
malé mnozstvi ruznych triterpend bylo téZ identi-
fikovano p¥i extrakci stonkové kiliry acetonem na

Soxhletové extraktoru.”®

4.3.2.3. Superkriticka fluidni extrakce
Superkriticky CO, je dobrym rozpoustédlem pro
extrakci tékavych sloucenin, jako jsou terpeny, z C.
sativa®. Extrakce superkritickym CO, byla porov-
néana s hydrodestilaci a prokézalo se, Ze superkri-
ticka fluidni extrakce dosahuje lepsich extrakénich
vytézka silic nez hydrodestilace. Dal$imi vihodami
jsou mozné frakcionace, p¥imé ziskavani silic a niz-
§{ spotieba energie ve srovnéani s hydrodestilaci.”
Da Porto et al. (2014)°® studovali vliv extrakéniho
tlaku na vytézek a sloZeni konopného esencialniho
oleje. Pti 40 °C vedlo zvySen{ extrakéntho tlaku ze
100 barti na 140 bart ke sniZeni vytézku z 0,67 %
hmotnosti susiny na 0,34 %. Déle bylo téz zjiSténo,
Ze terpenové spektrum v extraktech ziskanych p¥i
tlaku 100 barti je bliZe pivodnf{ terpenické skladbé
v konopnych kvétech.

4.3.2.4. Ultrazvukova extrakce

Bylo prokazano, zZe ultrazvukova amplituda a slo-
Zeni rozpoustédla (pomér cyklohexanu a izopropa-
nolu) mé vyznamny vliv na obsah terpenti, zatim-
co zvySovéni doby plisobeni nemé ve studovaném
rozsahu signifikantni vliv. Déale byly navrzeny
optimalni provozni podminky extrakce kvétd ko-
nopi pro tuto metodu, rozpoustédlo izopropanol/
cyklohexan (1:1), ¢as ptisobenf 5 min s 80% am-
plitudou a v cyklech 3 s™. Ultrazvukem asistované
extrakce je ¢asové mnohem méné naro¢né (minu-
ty) ve srovnani s hodinami prace v pfipadé desti-

lace 83,99

4.3.2.5. Mikrovinna extrakce
Pfi extrakci mikrovinnym zéafenim je pozorovan

obdobny vytézek silic jako p¥fi hydrodestilaci, ale za
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Yz ¥

kratsf ¢as. Tyto dvé metody se vSak li§{ svym terpe-
nickym profilem, podil seskviterpeni je v p¥ipadé
mikrovlnné extrakce upfednostrniovan pfed mono-
terpeny. Vysoka energie dodavana mikrovinami
pravdépodobné zpusobuje ztratu tékavéjsich slou-
denin. >

4.4. IDENTIFIKACE A KVANTIFIKACE FY-
TOKANABINOIDU A TERPENICKYCH SLOU-
CENIN

4.4.1. IDENTIFIKACE A KVANTIFIKACE
FYTOKANABINOIDU

Kanabinoidni slouceniny se béZné stanovuji
ruznymi chromatografickymi technikami s odlis-

nymi detekénimi metodami.

4.4.1.1. Tenkovrstva chromatografie

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) je vhod-
nd metoda pro rychly screening raznych druhi
vzorku. Lze ji snadno provést p¥i rutinnich testech
a na trhu je jiz k dispozici nékolik komercnich sad
pfimo pro testovani kanabinoida76. Fischedick et
al. (2009)
todu vysokoucinné TLC (HPTLC) pro kvantifikaci
A9-THC a kvalitativni screening hlavnich neutral-

107

vyvinuli jednoduchou a rychlou me-

nich kanabinoidt nalezenych v kultivarech konopi.
HPTLC desticky se silikagelem 60 potazené hlini-
kovou f6lif byly pfedem promyty v methanolu. Po
aplikaci vzorkd byly vyvijeny ve sklenéné komote
chloroformem a nésledné skenovany pti 206 nm za

pouziti UV skeneru.

4.4.1.2. Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je jednou z nejpopu-
larnéjsich technik pro analyzu biologickych matric
a rostlinnych extrakti. Tato metoda pracuje na
principu, kdy se dany vzorek dévkuje do proudu
nosného plynu (mobilni faze) a je dale unasen ko-
lonou. Aby mohl byt vzorek transportovan, musi se
ihned taktéZ pfeménit na plyn. V koloné se pak lat-
ky separujf na zakladé odli§né schopnosti interago-

vat se staciondrnf fazi.'”® Pouzit vysokych teplot ale
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vede ke ztraté karboxylové skupiny z kyseljch fo-
rem kanabinoidd. P¥i této metodé tudiZ neni moz-
né rozliSovat kyselinu od neutrdlnich forem, po-
kud neni provedena piedchozi derivatizace, neboli
chemicka modifikace analytu vedouci k nové latce
majici vhodnéjsi vlastnosti pro naslednou separaci
a detekci. Je vSak tieba vzit téz v tivahu, Ze vytézky

derivatizace nemus{ byt kvantitativni.'**

4.4.1.3. Vysokotucinna kapalinova chromato-
grafie
V rostlinnych extraktech konopi, které nebyly pod-
robeny tepelnému oSetieni, byva vétSinovy podil
kanabinoid ve formé kyselin. Vyhodou technik
zalozenych na kapalinové chromatografii (LC) je
schopnost analyzovat p¥i laboratorni teploté a tim
padem zabranit pfipadné tepelné degradaci a de-
karboxylaci kanabinoidnich slou¢enin ve vzorku.'*
V dnes$ni dobé je pro tyto analyzy bézné vyuzivana
kapalinova chromatografie s obracenymi (reverzni-
mi) fazemi, tedy s nepolarni (C18) stacionarni fazi
a polarni mobilnf faz{.”

De Backer et al. (2009)'® aplikovali HPLC
s detektorem s diodovym polem (DAD) za tGcelem
identifikace a kvantifikace neutralnich a kyselych
forem kanabinoidd z C. sativa. Byla pouZita ne-
polarni kolona C18 v kombinaci s gradientovou
eluci methanol/voda od poméru 68:32 do 95:5
s pfidavkem 50 mM mravencanu amonného a pti
pH 5,19. Urdili mez detekce (LOD) a mez stanovi-
telnosti (LOQ) pro THCA, A’-THC, CBDA, CBD,
CBGA, CBG a CBN. Metoda byla plné validovéana
dle Mezindrodni organizace pro normalizaci, ISO
17025 (cit.'*®).

Aizpurua-Olaizola et al. (2014)"” pouZili HPLC
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC-
-MS/MS) pro analyzu konopnych extraktd. Kvan-
tifikovali 6 kanabinoidd (THCA, A’-THC, CBD,
THCV, CBG a CBN) a dal$ich 7 identifikovali po-
moci kvadrupdlového detektoru doby letu (Q-TOF)
a chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI)
pfi pozitivn{ ionizaci.

Relativné nedavno byly téZ testoviany kolony

7 X2z

naplnéné ¢asticemi silikagelu o priméru pod 2 pm.
Tato metoda byla nazvana jako ultra vysoce ucin-
n4 (UHPLC) ¢i ultra Géinna kapalinova chromato-
grafie (UPLC). Heo et al. (2016)'** ji p¥i simultann{
analyze kanabinoidt v dopliicich stravy kombino-
vali s detektorem ultrafialového (UV) zafeni a de-
tektory MS/MS. Metoda se ukazala jako citliva
a reprodukovatelna. Umoznila identifikaci a kvan-
tifikaci rostlinnych a syntetickych kanabinoida
ptitomnych v tabletach, kapslich, prascich a cukro-

vinkach s validac{ dle mezinarodnich pokynf.

4.4.2. Identifikace a kvantifikace terpenickych
sloucenin

Kanabinoidni slouceniny a jejich metabolity 1ze
analyzovat jak pomoci kapalinové, tak i plynové
chromatografie. Terpeny se ale kvili vysoké volati-
lité analyzujf hlavné prostfednictvim plynové chro-
matografie (GC).'”

4.4.2.1. Plynova chromatografie

Terpeny jsou snadno ionizovany, ale nejbéznéjsi
analytické metody neberou v Gvahu izomerni po-
vahu a rizné aromatické vlastnosti téchto slouce-
nin, coz vede k méné nez komplexni charakteriza-
ci.'” K prekonani tohoto nedostatku by mohly byt
pouzity chiralni GC kolony (se stacionarni fazi na
bézi cyklodextrinu). Dal$im problémem v analyze
terpent jsou strukturni podobnosti téchto sloZek,
které vedou k podobnym az identickym fragmen-
tim.”

Primarni volbou kombinace této separacni
techniky s detektorem, zaloZenou na nizkych po-
fizovacich nakladech a jednoduchosti, je plynova
chromatografie s plamenovym ionizaénim detek-
torem (GC-FID). Vyuziva se k semikvantitativni
analyze, ¢imZ se zjisti relativni zastoupeni danych
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slozek v aromaprofilu.””” Hazekamp a Fischedick

(2012)"° pouzili ke kvantifikaci 20 terpenickych
slozek vzorku pouze jeden terpenovy standard,
y-terpinen, kvtli velmi malym rozdilim mezi FID
faktory odezvy monoterpenu a seskviterpenu.

Kvalitativni povaha terpenti je obvykle zkou-
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ména pomoci jednoduchych kvadrupélovych MS
detektort porovnanim vypoctenych retencnich in-
dexti slozek a hmotnostnich spekter danych latek
s databazemi. Snadné ionizace umoziuje deteko-
vat slouceniny s vysokou spolehlivosti. Struktural-
ni podobnosti monoterpenti a seskviterpenti vSak
vedou k podobnym a nerozeznatelnym MS spek-
triim, coZ zpusobuje problémy pfi jejich identifika-
ci. K prekonani téchto nevyhod se pro jednoznacné
ptifazeni velmi doporucuje kombinovat FID a MS

spektra.'

5. ZAVER

Celosvétové vyznamné stoupa pocet civilizacnich
a autoimunitnich chorob. Ve statech, kde se kono-
pf pro 1é¢ebné ucely dekriminalizovalo, je na tyto
diagndzy predepisovano nejcastéji. Lze tedy ozna-
¢it za velmi duleZité v budoucnu detailnéji popsat
co nejvice genotypu konopi. Je tfeba dalSich studif
o jejich péstovani, vyzivé, potencidlnich vynosech,
chemickém profilu a v neposledni fadé je nutné,
alesponi prozatim in vitro, popsat jejich biolo-
gickou aktivitu. Jen tak bude mozné je doporucit
konkrétnimu pacientovi na urcité stadium daného
onemocnéni. Je v§ak dobré mit vZdy na pameéti, Ze
konopi nenf panaceum. Obecné mezi odborniky
plati ¢tyii ,,NE“. Konopi NEmusi pomoci kazdému,
NE vzdy, NE na kazdou diagnézu a NE na kazdé
stadium.

PouZivdni konopi s vy$8fm obsahem A’-
tetrahydrokanabinolu nez je 0,3 %, bylo ve vétsi-
né statd svéta dlouhodobé kriminalizovano. V po-
slednich letech se ale tato situace zacala rapidné
ménit a v mnoha statech bylo legalizovano konopi
pro 1écebné pouziti. V nékterych dokonce i konopi
pro uZivéni rekreaéni. Cesk4 zemé&d&lské univerzita
v Praze byla prvn{ instituci v Ceské republice, které
bylo Ministerstvem zdravotnictvi Ceské republiky
povoleno v ramci vyzkumu péstovani konopi s vys-
§fm obsahem A’-tetrahydrokanabinolu, nez je 0,3
%, nazyvané taktéz tzv. 1é¢ebné konopi.

V budoucnosti Ize s rozumnou mirou ocekavat

dal$i rozvolnovéani restrikci tykajicich se pésto-
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vani a nakladani s 1é¢ebnym konopim, at uz pro
vyzkumné, 1écebné, tak i rekreacni tcely. Budou-
ci technicky vyzkum v této oblasti by se mél za-
mé¥it na mozné nové metody izolace, identifikace
a kvantifikace sekundarnich metabolitd konopf pro

usnadnénf a urychleni laboratornich analyz.
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Abstract: The use of cannabis for medicinal pur-
poses dates before the era of modern medicine.
However, in recent years the research of medical
cannabis in the medical and pharmaceutical sci-
ences is developing rapidly. This review article
discusses the botanical classification of cannabis
and further outlines the thematic legislation in the
Czech Republic and in the world. Much of the text
also deals with cannabis secondary metabolites,
specifically phytocannabinoids and terpene com-
pounds, their biosynthesis and isolation, identifi-

cation and quantification methods.

Keywords: Cannabis sativa L.; phytocannabi-
noids biosynthesis; A’-tetrahydrocannabinol; ter-

penoids; cannabidiol
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