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1. Uvod

Konopi seté (Cannabis sativa L.) je zajimava rostlina jak z historického, tak i moderniho pohledu.
Druh je clovékem vyuZivan od pravéku, v moderni dobé je rostlina pouzivana v pramyslu, mediciné,
kosmetice, ale novodobou spolecnosti je spiSe chapana a také zneuZivana jako psychotropni droga.
V mnoha zemich je proto péstovani a pfechovavani konopi zakazano, nebo upraveno striktnimi zakony.

Boj s ilegdlnim péstovanim je o to tézsi, jelikoz neexistuje jednoznacna metoda, kterd by urdila,
zdali jsou si vzorky z riznych mist genotypové podobné. Timto zplsobem by se daly provazat sité
distributord, coz je cilem mnohych laboratofi po celém svété. Moznym feSenim by mohlo byt vyuziti

molekuldrnich marker( pro porovnani péstovanych klond, ptipadné jejich identifikaci. V nékterych

zemich, jako je napf. Spolkova republika Némecko, byly Gspésné pouzity tzv. mikrosatelity.

1.1. Cile prace

Nedovolena konzumace a péstovani konopi je v dnesni dobé ozehavym tématem. Navzdory jeho
Sirokému vyuZiti, predevsim kvuli intoxikacnim vlastnostem je péstovani a prechovavani rostliny
zakdzano v mnoha zemich. Nicméné i zdkonem povolené péstovani konopi pro vlakno, oleje nebo
léciva, mlZe znamenat bezpecnostni problém, jakoZto zastérku pro ilegalni drogovy obchod, nebo
poskytovat prostor pro kradeZ takto péstovanych rostlin, posléze proddvanych jako drogy. DalSim
problémem miuze byt kontaminace rostlin takto péstovanych pylem z druhd péstovanych jako drogy
(Howard et al. 2008).

Cilem této bakalaiské prace bylo ziskat obecny prehled o problematice zneuzivani konopi v Cesku.
V praktické ¢asti bylo cilem testovat molekuldrni markery, tzv. mikrosatelity, které byly v minulosti
Uspésné poutZity pro genotypovou diferenciaci konopi s vysokym obsahem THC v sousednich statech,
pfedevsim Némecku. Cilem prace bylo testovani mozného pouziti podobné primerové kombinace na

materidlu pochazejiciho z ¢eskych péstiren.



1.2. Taxonomicka charakteristika Cannabis sativa

Konopi seté (Cannabis sativa L.) je jednoletd dvoudoma dvoudélozna rostlina z ¢eledi konopovité
- Cannabaceae (Byng et al. 2016). Slovo cannabis vzniklo slozenim dvou slov canna, coZ v latiné
znamena trtina nebo rakos (Dupal 2010) a bis pochazi pravdépodobné z hebrejského vyrazu bosm a
znamend aromaticky (Booth 2004). Pfedpokladany pdvod druhu je ve stfedni a zapadni Asii a Indii, v CR
je druh neplvodni (José 2016, Moudry & Strasil 1996). Rostlina dosahuje vysky od 0,3 do 5,0 m, kvete
od cervence do srpna. Samdi kvéty vytvari ve vrchni ¢asti stonku latovité kvétenstvi, samici kvéty tvofi
okvéti ve tvaru kapé, v uzlabi listl, kde je nalezneme v hustém, olisténém lichoklasu po 1-2. Plodem
jsou 3-5 mm dlouhé nazky (Schonfelder & Schonfleder 2010).

V obecné roviné jsou znamy tfi taxony konopi, které byvaji hodnoceny na drovni variety az
samostatného druhu (Honzik et al. 2012, José 2016). Zakladni ¢lenéni je dle obsahu psychoaktivnich
latek kanabinoll, predevsim tetrahydrokanabinolu (delta-9-tetrahydrokanabinol, THC). Rostliny
s nizkym obsahem THC, které plané rostou v teplejSich oblastech stfedni a vychodni Evropy a Ruska se
oznacuji jako Cannabis ruderalis JANISCH. (konopi rumistni). Jedna se o jednolety plevel, ktery také
vzacné zplafiuje v CR. Taxon byl objeven a popsan Dmitrijem E. Jani$evskim v roce 1924 (Ruman 2014).

Rostliny s vysokym obsahem THC jsou oznacovany jako Cannabis sativa L. (konopi seté). Jedna se
o rostliny statného vzristu (uvadi se az 3,5 metru). Rostliny s velmi vysokym obsahem THC a vyraznou
produkci pryskyftice byvaji tradi¢né oznacovany jako Cannabis indica LAM. Taxonomie skupiny Cannabis
sativa je komplikovanéjsi a soucasné studie ukazuji, Ze se jednd pravdépodobné o jediny druh, ktery je
mozné rozdélit na 2 poddruhy, tj. Cannabis sativa subsp. sativa (tj. rostliny s nizkym obsahem THC) a
Cannabis sativa subsp. indica (tj. rostliny s vysokym obsahem THC), pficemz C. ruderalis neni rozliSovan
jako samostatny taxon, ale predstavuje selekci C. sativa subsp. sativa a jeho kfizence (McPartland &
Guy 2017). Pro forenzni praxi tak z(stava podstatné to, Ze je rozliSovan taxon s nizkym obsahem THC
(Cannabis sativa s. str.) a taxon s vysokym obsahem THC (oznacovan jako Cannabis sativa var. indica,

resp. noveéji jako C. sativa subsp. indica).

1.3. Vyuziti konopi

Konopi je jednou z nejzajimavéjsSich rostlin jak z hlediska historie, tak i sou€asnosti. Historie vyuZiti
konopi ¢lovékem je obsahla a zahrnuje |écebné obrady, Samanské ritudly, vyrobu provaz(, textilii atd.
Mnoho z historie zlistalo zachovano, mnohé se stalo predmétem vyzkumu. Avsak bohuzZel se této

rostliny zacalo zneuzivat diky svym psychotropnim vlastnostem.



1.3.1. Historie pouzivani ¢clovékem

Vesr

ktefi sestoupili na zem a dali obyvateliim velkolepé informace z oblasti biologie a matematiky. Témto
mimozemstanim zacali fikat Nommo neboli ,,Pani vod“. Pravé oni totiz Dogonlim z jejich Psi hvézdy
prinesli konopi, které se pak uzivalo pfi oslavach po cely rok (Ruman 2014).

Z obdobi paleolitu se dochovaly prvni zminky o $amanismu. Samani pro vyvolani stavu transu
vyuzivali odpradavna rlGzné psychoaktivni drogy, k nimz patfilo i konopi. Pravé diky Samanim se
objevily farmakologicky ucinné rostliny (Ratsch 1998). Pfikladem muzZe byt Nepal. V Nepéalu Samani
uctivaji boha Sivu (,kral konopi“; Storl 1988), ktery objevil dle povésti konopi a vysadil ho v Himalaji.
Saman, ktery je povéieny Sivou, mlze pomoci kouteni konopi vytvofit velmi U¢innou medicinu,
poptipadé po vypiti konopného mléka upadnout do transu, diky ¢emuz muZze uskutecnit Ié¢ebny ritual
(Gruber 1991).

Fyzické duakazy vyuZiti konopi Clovékem pochazeji z archeologickych ndlez(. NejstarSi nalezy
pochazeji z dob ranych zemédélcli. Na neolitickém nalezisti v durynském Eisenbergu (Némecko) byla
nalezena konopnd seminka spolu se zbytky keramiky, kterd byla datovadna cca 5500 let p¥. Kr. Podobné
byla nalézana konopnd seminka na dal3ich neolitickych nalezitich ve Svycarsku, Rakousku a Rumunsku
(Renfrew 1973). Konopné produkty se jiz pred 3500 lety koufily v Bavorsku, coZ dokazuji nalezy zbytk(
hlinénych dymek v hrobkach (Probst 1996).

Pro Cinské obyvatelstvo bylo konopi obzvlast uziteéné, jeho vlakna vyuzivali k vyrobé provazd, siti
a textilii (Ratsch 1998), nehledé na to, 7e se diky pé&stovani konopi objevil papir, ktery byl v severni Ciné
prvni na svété (Li 1974). K zahnani zlych duch, ktefi pfinaseli nemoci se vyuZivalo zdfevnatélych
stonk( konopi, do kterych se vyfezaval had, vinouci se kolem Zezla (Ratsch 1998).
nesmrtelnosti“ (Cooper 1984).

Susené plody konopi se pouzivaly v tradi¢ni japonské medicing, pod ndzvy: Masinin, Kamanin nebo
Taimanin. Masinin byl uzivan predevsim pro své hydratacni Ucinky (Namba 1980). V Japonsku se
vyuZivalo i konopné pryskyfice, ktera tisila bolest, popfipadé uvedla pacienta do medicinské hypndzy

(Kimura et al. 1978).

1.3.2. Soucasné pouzivani riznymi etniky

Konopi seté ma velké vyuziti. Z vldkna se vyrabi papir, stavebni izolace, lisované termoplastické
dilce pro automobilovy pramysl a dalsi véci. Diky trvanlivosti, prodysnosti a tepelné izola¢nim
vlastnostem konopi je textilni produkce pfedmétem vyzkumu. Téchto kvalit Ize vyuzit jak v klasické

vyrobé, tak i pfi produkci specidlnich textilii, ¢i netextilnich vyrobkl. Konopné semeno se zacina
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uplatiiovat v chemickém a potravinarském primyslu (ToSovska & Buchtova 2010). Produkci konopi

setého od roku 2005 do roku 2010 v hektarech ukazuje Tab. 1.

Tab. 1: Péstovani konopi setého v zemich EU od roku 2005 do roku 2010, zdroj: Informace Komise EU
pro len a konopi

2005/06 2006/07 2007/08 2008/09 2009/10
Belgie 0 0 0 0 0
Ceska republika 158 1086 1530 518 142
Dansko 39 1 44 0 58
Némecko 1985 1233 824 896 1197
Estonsko - 0 0 0 0
Spanélsko 853 3 0 0 0
Francie 9315 7 303 8 800 6 187 11326
Italie 157 236 404 263 0
Litva - 0 0 5 136
LotySsko - 0 0 0 0
Madarsko 277 198 0 0 0
Nizozemsko 49 16 118 274 886
Rakousko 342 546 500 52 40
Polsko 129 762 1081 987 452
Portugalsko 0 0 0 0 0
Slovensko 0 0 0 0 0
Finsko 0 75 5 0 0
Slovinsko 0 0 0 0 0
Velka Britanie 1274 1671 0 1362 307
Svédsko 0 0 820 0 0
Rumunsko - - 73 0 0
Celkem 14 577 13130 14 199 10544 14 544

,V Japonsku se z klry stvold vytvafi vlidkna pro konopné platno, z vnitiniho dreva stvoll se vyrabi
uhli pro kapesni ohtivace a praskové uhli pro vyrobu stfelného prachu. Konopny olej se ziskava
lisovanim semen a uZiva se k barveni, utésnovani apod.” (Kimura et al. 1978).

V Nepalu se pomoci pfipravkll z konopi 1é¢i témér vétSina onemocnéni (Singh et al. 1979) dale se
v horskych oblastech semena nakladaji, aby se dala pouzivat cely rok. Konopny olej lisovany ze semen

se pouziva pro peceni (Malla et al. 1982).

7 Ve

1.4. Lécivé ucinky a plisobeni na lidsky organismus

Konopi je vyuzivano v |écitelstvi jiz vice nez 6000 let (Ratsch 1998). ,Skutecnost je takova, Ze konopi

Ize uZivat pro |écebné ucely a mlze uskodit, pokud ho neuzivame inteligentnim zplsobem.” (Backes
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2016) Ke koureni a pro |écebné Gcinky, se vyuZivaji pfevazné samici rostliny, jelikoz v jejich kvétu je
nejvétsi mnozstvi THC (José 2016). Kromé pryskyfice susenych listl a kvét(, se k |é¢bé da vyuziti mlada
rostlina. V jeji ¢erstvé vymackané stavé nalezneme vitaminy (A, B, C, E) a mineraly a je vyborna pro své
detoxikacni ucinky. PFi bolesti kloubt se doporucuje pfiloZit obklad s konopnym kofenem. Na podporu
imunity, proti travicim obtizim, ekzémdm, hyperaktivité ¢i artritidé je vyborny konopny olej, ktery je
obsaZen v semenech a neobsahuje Zddné omamné latky (Ruman 2014).

Konopi je zajimavé také z Iékarského hlediska, a pravé proto je ¢astym predmétem vyzkumu.
Surovy extrakt konopi obsahuje [atku, ktera ma antibakteridlni Gcinky na grampozitivni
mikroorganismy, konkrétné vykazoval baktericidni ucinky na Staphylococcus aureus. Aktivni latkou
v tomto piipadé byla kyselina kanabidiolova (Krejéi & Santavy 1955, Kabelik et al. 1955).

Podle Watt & Karl (2017) je cannabidiol (CBD) potencialni multifunkéni lé¢ebnd moznost pro boj
antioxidacnim vlastnostem. CBD totiz dokaze snizit reaktivni glidzu, neurozanétlivou odezvu a
podporovat neurogenezi. Velmi dlleZitym faktem je i to, Ze CBD dokazZe zvrétit a zabranuje vzniku
kognitivnich deficitd u modell hlodavci. CBD navic miZe antagonizovat psychoaktivni uc¢inky THC, coz
dokazuje kombinovana terapie CBD a THC.

Dale CBD uvolnuje kifece, potlacuje nevolnost a pusobi eliminaéné na nadorové bunky (José 2016).

PUsobeni cannabidiolu v lidském téle shrnuje tabulka (Tab. 2).

Tab. 2: Plisobeni cannabidiolu (CBD) v lidském téle. Pfevzato a upraveno z (Ruman. M, 2014).
antipsychoticky, antidepresivni, proti

mozek uzkostem, antioxidacni,
neuroprotektivni

zaludek antiemeticky, regulace chuti k jidlu

pUsobi proti bolesti pfi revmatické

ruce e x
artritidé
oCi snizuje nitroocni tlak pfi zeleném zakalu
chrani pred kornaténim tepen a
srdce . . v
ischemickou chorobou srde¢ni
stfeva pusobi proti kie¢im a zanétlm
stimuluje rlst kosti a posiluje kosti
nohy

zasazené osteopordzou

12



Zatim se zda, Ze endokanabinoidy pomdhaji udriovat homeostazi, vyrovnavanim nerovnovah
zpUsobenych nemocemi ¢i poranénimi. Dalsi hypotézou je to, Ze obsah endokanabinoid( v krvi mlzZe
byt zodpovédny za prah bolesti vriznych castech téla. Diky tomu by mohly pomoci pfi 1écbé
fibromyalgie, roztrousené sklerdzy, neuropatické bolesti ¢i zanétu (Backes 2016).

Ve svété se jiz béiné uzZivaji pfipravky na bazi konopi — vkonkrétnim pfipadé agonisté
cannabinoidnich receptord — tzv. dronabinol, registrovany v USA jako Marinol, nebo nabilon, na trhu
dostupny jako Cesamet (prodavany firmou Eli Lilly a Co.). SlouZi jako lécCiva pro zvyseni chuti k jidlu u
pacientl s rakovinou léCenymi cytostatiky a potlaceni zvraceni. Pfipravek Sativex (GW Pharmaceuticals
plc.) je Ustni sprej skladajici se ze smési cannabidiolu a THC, ktery se uZiva u roztrousené sklerézy nebo
k potlaceni neuropatickych bolesti (Miovsky et al. 2008).

V |ékarské praxi se jiz také vyuziva pfipravek Acomplia (SanofiAventis), ktery obsahuje rimonabant,
fungujici jako antagonista cannabinoidnich receptori. Uziva se k |écbé kardiovaskularnich rizikovych

faktorG u diabetes a obezity (Miovsky et al. 2008).

1.5. Obsahové latky

Obsahové latky konopi maji pro ¢lovéka velky vyznam. PfestoZe studium téchto latek u konopi neni
jednoduché, je pomérné dobre objasnéno (Lehmann 1995). Z 533 zjisténych latek (ElSohly & Slade
2005) jsou spolecensky nejvyznamnéjsi psychoaktivni latky, které maji obecné 4 slozky. Ty se vyskytuji
predevsim v pryskyfici, ktera je nejvice produkovana v kvétenstvich samicich rostlin, v mensi mife je
pak nerovhomérné pritomna v pletivu dalSich ¢asti rostlin (stonek, listy, semena atp.) (Ratsch 1998)

Témito ¢tyfmi zakladnimi slozkami, které zpUsobuji psychoaktivni Géinky konopi (Murphy & Bartke
1992, Ratsch 1998), jsou:

e cannabinoidy — v konopi Ize najit vice nez 100 cannabinoidnich sloucenin (Miovsky et al.
2008)

e delta-9-tetrahydrocannabinol (THC) — trans-THC je psychoaktivni, kdezto cis-THC neni
(Smith & Kempfert 1977)

e cannabidiol (CBD)

e cannabinol (CBN).

Bylo také objeveno dalSich 60 sloucenin cannabinoidd s Zadnymi nebo mirnymi psychoaktivnimi
ucinky (Ratsch 1998). Latkova preména cannabinoid( probiha prevazné v jatrech a v mensim mnozstvi
téz v plicich (Miovsky et al. 2008).

V pryskyfici lze najit mnoho éterickych olejd — caryophyllen, humulen, farnesen, selinen,

phellanren, limonen), cukry, flavonoidy, alkaloidy (cholin, trigonellin, piperidin, betain, prolin, neurin,
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hordenin, cannabisativin) a také chlorofyl, které ale nemaji Zadny efekt na psychoaktivni Gcinky konopi
(R&tsch 1998).

Dalsi dulezita potencialné léCebna izolovana kanabinoidni latka byl cannabigerol (Gaoni et al.
1964). Jedna se o treti nejcastéjsi cannabinoid, ktery se nachazi v konopi, ma analgetické vlastnosti a
neni psychoaktivni (Backes 2016). Studie z roku 2012 (Bowles et al. 2012) provadéna na mysich ukazuje
pozitivni léCebné Ucinky v pfipadé syndromu drazdivého tracniku (IBS, Irritable Bowel Syndrome), ktery
je u lidi nelécitelny. Vzapéti byl izolovan i cannabinoid cannabichromen (Claussen et al. 1966, Gaoni &
Mechoulam 1966) nebo i cannabicyclol (Crombie & Ponsford 1968).

V roce 1896 se poprvé podafilo identifikovat aktivni latku z pryskyfice konopi indického britskym
védcim (Wood et al., 1896,1899) a nazvali ji cannabinol. Zjistili, Ze sumarni vzorec CBN (Obr. 1) je
C21H260,. Dalsim vyznamnym pilifem ve vyzkumu cannabinolu byla jeho izolace. Ta se povedla spolu
s publikaci spravné struktury CBN Cahnovi (Cahn 1932). Nicméné nebylo jesté zcela jasné, kde se
nachazi hydroxylova a n-pentylova skupina, o to se o nékolik let pozdéji postarala Toddova a Adamsova
skupina, které nezavisle na sobé syntetizovaly cannabinol, ktery byl shodny s izolovanym
cannabinolem z konopi. Diky tomu uZ chybél pouze krok k odhaleni aktivni slozky marihuany — THC
(Miovsky et al. 2008).

CBN vznika degradaci THC. Pokud se rostlina Spatné vysusi, nebo je nespravné uskladnéna, mize

dojit k narlistu CBN na ukor THC (José 2016).

CH3

OH

HsC
0 CH;
CH;

Obr. 1 - Strukturni vzorec cannabiolu - (pfevzato ze stranky: https://elixinol.com)

THC (Obr. 2) bylo poprvé synteticky vyrobeno a popsano az vroce 1964 o izolaci se postarali
Mechoulam, Gaoni na Weizmannové institutu véd v Rehovotu v Izraeli. Mda mnoho Ucinkd, stimuluje
organismus, podporuje zvyseni chuti k jidlu, sniZzuje krevni tlak, pomdaha od bolesti, plisobi relaxacné a
euforizaéné (Ratsch 1998). Ucinky THC se li§i v zavislosti na pfijatém mnozstvi. V malych davkach
zpUsobuje dobrou naladu, avsak ve vétSim mnozZstvi mlze zapficinit halucinace, zhorsit motorickou

koordinaci, omezit pozornost a poskodit funkci paméti. Pfi dlouhodobém uzivani konopi s vyssi davkou

THC, muizZe dojit k nenavratnému poskozeni psychického stavu. NejvétSi mnozstvi THC obsahuje
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pryskyfice a samici kvétenstvi, naopak nejméné ho obsahuji kofeny, podpriimérné a nizké mnozstvi

THC nalezneme i v listech, samcich kvétech a stoncich (José 2016).

OH

O

Obr. 2 — Strukturni vzorec delta-9- tetrahydrocannabinol — (pfevzato ze stranky:

https://medicalmarijuana.procon.org)

CBD (Obr. 3) neboli cannabidiol ma sedativni a analgetické Gcinky a neni psychoaktivni (José 2016).
Zmirnuje také uzkost, ktera muize byt vyvolana THC, potlacuje zaroven zapomnétlivost, kterd byva

navozena mirnymi davkami THC (Backes 2016).

CH,

OH

HCe?  CHs

HO
CH,

Obr. 3 — Strukturni vzorec cannabidiolu — (pfevzato ze stranky:
https://www.cbdoilhemp.com)

Pomér THC a CBD se v ristovém cyklu rostliny lisi, pokud je rostlina nezrala ¢i prezrala, previada v
rostliné CBD. Pro nejvétsi vytéZznost THC je proto nejlepsi sklizet konopi, kdyZ je zralé (José 2016).

Za zminku také stoji kyselina tetrahydrocanabinolovd — THCA, ktera se dekarboxyluje na THC pfi
teploté 200-210 °C. Az 50 % THCA se méni na THC v pribéhu koureni (McGilveray 2005). Velmi
zajimavym faktem pritom je, Ze u rostlin péstovanych v teplych oblastech obsahuje konopi v poméru
2:1 vice THCA, nez THC a v chladnych oblastech je tento pomér dokonce 17:1 (Hanus et al. 1975, Pitts
et al. 1992). To by poukazovalo na mnohem nizsi vypovidaci hodnotu v pripadé posuzovani konopi

pouze podle obsahu THC (Miovsky et al. 2008).
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1.6. Endokanabinoidni systém

Uginné latky obsaZené v konopi musi zakonité reagovat s néjakymi receptory v lidském téle, aby
mohly vyvolat odezvu, at uz v podobé psychotropniho, ¢i Ié¢ebného Gcinku.

AZ koncem 80. stoleti doslo k popsani prvnich kanabinoidnich receptort (Backes 2016). Tyto
specifické receptory a jejich soubor endokanabinoidll vytvari sloZity systém regulaénich mechanismd,
ktery nazyvdme endokanabinoidni systém (Miovsky et al. 2008). Je pfitomen u vSech slozZitéjsich
Zivocich(, pocinaje rybami. Podili se na podpofe rliznych proces(i v organismu od traveni, chuti k jidlu,
pres pamét, imunitni odpovéd, bolest, az po ochranu nervovych tkani (Backes 2016).

Na endokanabinoidnim systému se nachazeji 2 subtypy CB1 a CB2. Tyto receptory putuji pres
imunitni a centralni nervovou soustavu do celého téla (Backes 2016). Dle vyzkum( jsou v téle jesté
minimalné 3 dalsi kanabinoidni receptory, které pracuji zaroven s CB1 a CB2 (Robson 2001).

Receptor CB1 se vyskytuje na nervovych zakoncenich v rliznych oblastech mozku. Diky tomuto
receptoru mozek vykonava radu funkci — rozhodovani, emoce, uéeni a pamét, regulace bolesti, stresu,
Uzkosti a spoustu dalSich. Nevyskytuje se vsak az tak ¢asto v mozkovém kmenu (zajistuje dychani a
krevni obéh), diky ¢emuzZ nelze umfit na predavkovani konopim, avsak psychoaktivni ucinky konopi
jsou zplUsobené aktivaci tohoto receptoru. Na druhou stranu, receptor CB2 mizeme najit prevadziné v
perifernich tkanich (hladké svalstvo stfeva, varlata atp.) a na burikdch imunitniho systému (monocyty,
granulocyty atp.), odkud fidi vyrobu cytokint a zajistuje tak imunitni odpovéd organismu (Miovsky et
al. 2008, Backes 2016).

Spolu s objevem receptorll se védci posléze zabyvali i latkami, které se na né vazou. Anandamid
neboli arachidonyl etanolamid, byla prvni objevena sloucenina, vyskytujici se u obratlovcl véetné
¢lovéka, vazajici se na kanabinoidni receptory (Miovsky et al. 2008). V 90. letech se také objevily
endokanabinoidy a 2-AG. Vzhledem k faktu, Ze se jedna o tuky, které nejsou feditelné vodou a
nemohou se tudiz efektivné pohybovat po téle, plisobi lokalné. PGsobi na neurony a plni tim funkci
primarniho posla, tedy diky nim mezi sebou neurony komunikuji skrz uvolfovani neuronovych

prenasecl (Backes 2016).

1.7. Distribuce a ukladani THC

THC se uklada a distribuuje v rlznych tkanich a organech. THC se po prlchodu do krve velmi pevné
vaze na plazmatické bilkoviny. Uvadi se, ze kolem 60 % je vazano na plazmatické lipoproteiny, 28 % se
vaze na albumin a 9 % na Cervené krvinky a pouze okolo 3 % THC je v plazmé ve formé volné frakce
(Miovsky et al. 2008). Cannabinoidy rychle prostupuji tkanémi diky své snadné rozpustnosti v tucich.
Dobre prokrvené tkané obsahuji vysoké hodnoty cannabinoid( béhem chvile od podani, naopak ve

Spatné prokrvenych tkanich (tukova tkan) jsou vysoké koncentrace téchto latek detekované v delsim
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¢asovém horizontu. Vzhledem k této vlastnosti se THC metabolity v tukové tkani vyskytuji dlouhou

dobu a postupné se z ni vyplavuji do krve a moci (Kreuz & Axelrod 1973). Nazornou ukazku distribuce

THC do tkani v hodinach po injekénim podani zndzornuje graf, viz Obr. 4.

krev

e —"-._‘/ silné prokrvené tkané

mozek v _ tukova tkan
malo prokrvene tkane

50 4 v

koncentrace THC (%)

———

distribuce THC v téle (h)

Obr. 4 - Distribuce THC do tkani v hodindach po injekénim podani, prevzato z Miovsky, M. et
al., 2008

1.8. Zdravotni souvislosti s uzivanim drog

Konzumace drog obecné nese pro své uzivatele velka zdravotni rizika. S konzumaci konopi, které
je povazovano za tzv. mékkou drogu, jsou ¢asto spojenym problémem psychické a afektivni poruchy a
onemocnéni. Jsou to méné frekventované dlsledky, které vsak patfi mezi nejhire lécitelné a zaroven
podotknout, Ze uZivatelé drog Casto drogy kombinuji a vysledny psychicky stav mlzZe byt vyvolan
kombinaci dvou a vice drog. Dusevnim onemocnénim spojenym s konzumaci navykové latky (alkohol
sedativum, konopné drogy, ...) dle odhad trpi 30-50 % evropskych psychicky nemocnych lidi (EMCDDA
2004).

Podle Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky (UZIS; Anonym 2003) bylo v CR vr. 2001
hospitalizovano s druhou diagndzou z oblasti psychickych poruch 226 pacientli. Nejcastéji se mezi
témito poruchami objevuji poruchy osobnosti ¢i neurotické a stresové poruchy, dale pak afektivni
poruchy, schizofrenie nebo poruchy pfijmu potravy ¢i poruchy chovani u déti. V ojedinélych ptipadech
se mUze dostavit i mentalni retardace.

Epidemiologické studie potvrzuji zjisténi UZIS a ukazuji, e konopné drogy v nejvétsi mife spousti
psychotické poruchy, poruchy nalady a osobnosti a Uzkostné poruchy (Holmwood 2003). Mezi
nejcastéji uvadéné (Miovsky et al. 2008) neuropsychické nezadouci ucinky konopnych drog lze uvést

Uzkost a paniku (zvlasté u nezkusenych uzivatel(l), paranoiu, zmatenost, depersonalizaci, derealizaci,
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agresivitu, halucinace, iluzi, kognitivni poruchy, zvlasté pozornosti a paméti, zhorseni
psychometrickych funkci, zvySené riziko provokace psychéz u predisponovanych osob.

Casto probiranym tématem, v souvislosti s uzivanim konopi, je schizofrenie. Zp(isobuje pofZiti
marihuany schizofrenii? Na tuto otdzku zatim neexistuje jednoznacna odpovéd. V soucasné dobé neni
mozné fici, Ze by tato moznost byla dostatecné prokazana. Miovsky et al. (2008) uvadi, Ze vétsina
uzivatel( konopnych drog schizofrenii neonemocni, ale uzivanim téchto drog se riziko zvysuje radové
2-3x. Dle zahranicnich studii, konopné drogy uzivaji Castéji schizofrenici nez lidé netrpici touto nemoci.
Vyplyva to napt. ze studie Robinse & Regiera (1991), ve které autofi uvadi, Ze u 50 % lidi trpicich
schizofrenii se projevovaly i poruchy spojené s uZivanim drog, a naopak dle Rieger et al. (1990) u lidi
netrpicich schizofrenii bylo toto procento jen 17 %. Kazdodenni uZivatelé konopnych drog maji oproti
uZivatelim, ktefi tyto drogy denné neuzivali, 2,4x Castéji psychotické pfiznaky (Tien & Anthony 1990,
Hall & Degenhardt 2000, van Os et al. 2002). Jiny vyzkum (Chopra & Smith 1974) ukazal, Ze velci
uZivatelé konopnych drog (denné po dobu 60 tydn(), mohou mit problém s rozvojem psychdzy.

Dle studii z USA a Nového Zélandu, maji uZivatelé konopi vyssi riziko spachani sebevrazdy. Toto
riziko se pohybuje mezi 7-16 % v pfipadé USA a 16 % v pfipadu Nového Zélandu (Dhossche et al. 2001,
Field et al. 2001).

1.9. Trestni problematika konopi

1.9.1. Zakony

Podle zakona ¢&. 40/2009 Sh. § 284 o prechovavani omamné latky a jedu odstavce 1, ,Kdo
neopravnéné pro vlastni potfebu prechovava v mnozstvi vétsim nez malém omamnou latku konopi,
pryskyfici z konopi nebo psychotropni latku obsahujici jakykoli tetrahydrokanabinol, izomer nebo jeho
stereochemickou variantu (THC), bude potrestan odnétim svobody aZ na jeden rok, zakazem cinnosti
nebo propadnutim véci.” Ostatni odstavce pojedndvaji o ostatnich omamnych a psychotropnich
latkach a o vyssich trestech.

Zakon ¢. 40/2009 Sb. § 285, o nedovoleném péstovani rostlin obsahujicich omamnou nebo
psychotropni latku, zastituje neopravnéné péstovani konopi pro vlastni potfebu v mnozstvi vétsim nez
malém. Pfi poruseni mizZe nasledovat trest odnétim svobody aZ na Sest mésicl, penéZity trest nebo
propadnuti véci. V Ceské republice je tedy neopravnéné piechovavani a péstovani vétsiho nez malého
mnozstvi konopi ilegalni.

Vynatek ze zdkona ¢. 167/1998 Sb. § 24, o konopi, koka a maku setém také zakazuje: , péstovat
druhy a odrady rostliny konopi (rod Cannabis), které mohou obsahovat vice nez 0,3 % latek ze skupiny
tetrahydrokanabinol(, s vyjimkou péstovani na zakladé licence udélené podle tohoto zakona; zakaz se

nevztahuje na péstovani odrdd rostliny konopi (rod Cannabis) pro vyzkumné ucely, pro Slechténi
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novych odrid a pro zachovani genetické rozmanitosti védeckymi a vyzkumnymi pracovisti zfizenymi
zakonem nebo statem vymezené v povoleni k zachazeni, s vyjimkou péstovani na zakladé licence
udélené podle tohoto zdkona.“

Co se péstovani konopi tyce dle § 24a: ,Péstovat konopi pro IéCebné pouziti mize jen takova
pravnicka nebo podnikajici fyzicka osoba, které byla k této Cinnosti udélena licence Statnim Ustavem
pro kontrolu 1éciv. DrZitel licence mlzZe péstovani konopi pro |écebné pouZiti zahdjit, jen pokud ma
udéleno povoleni k zachazeni s navykovymi latkami a pfipravky.”

Dne 17.10.2015 nabyla Gcinnosti vyhldska ¢. 236/2015 Sb., o stanoveni podminek pro
predepisovani, pfipravu, distribuci, vydej a pouzivani individualné pfipravovanych léc¢ivych pripravkl s
obsahem konopi pro léebné pouziti, ktera nahradila vyhlasku ¢. 221/2013 Sb. Hlavnimi zménami ve
vyhlasce bylo navyseni mési¢niho limitu pacientovi pfedepsaného konopi ze 30 g na 180 g a zvyseni

povolené hodnoty THC aZ na 21 % a CBD na 19 %.

1.9.2. ZneuZivani drog v Ceské republice

Oblast vyzkumu a drogové scény se az do roku 1989 témér neprolinala. Vyzkumy provadéné do
tohoto roku nebyly zaméreny na chovani drogové scény, nebyly uskutecnény odpovidajicimi metodami
ani publikovany v recenzovanych odbornych ¢asopisech. Navic doslo k tomu, Ze se popis ¢asti drogové
scény generalizoval na popis celé drogové scény (Miovsky et al. 2008).

Na nejvy$8im postu Zebfitku o nejuzivanéjsi drogu v CR se jiz dlouho drii konopné latky. Alespori
jednu zkudenost s marihuanou md v priméru 25 % Ceské populace. Casté&jéi zkusenosti s drogami maji
ve vétsiné pripadl muzi (Zabransky et al. 2002, Mravcik et al. 2003-2017). Podle vyrocni zpravy z roku
2006 (Mraveik et al. 2007) bylo dle provedenych studii v dospélé populaci CR priblizné 2,6 %
pravidelnych konzumentl konopnych latek, tj. cca 190 000 osob uZivajicich konopné latky nejméné
jednou tydné.

V roce 2007 se v ramci studie ESPAD zjistovala celoZivotni prevalence uZiti konopnych latek v
krajich CR. MnoZstvi zkuenosti s konopnymi drogami mezi jednotlivymi kraji se zna¢né liéi, nejhiife je
na tom Ustecky kraj, nejlépe jsou na tom pak kraje Vysocina, Jiho¢esky a Moravskoslezsky (Obr. 5)

(Mravcik et al. 2008).
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Obr. 5 — CeloZivotni prevalence uziti konopnych latek podle krajii CR ve studii ESPAD 2007, v % -
(pfevzato z Mravcik et al. 2007)

Za zminku také stoji vysledky evaluace komunitniho programu o.s. Prev-Centrum, dle vysledkl maji
déti v 5. tfidé (11 let) zanedbatelné zkuSenosti s konopnymi latkami — asi 1,6 % z nich je vyzkouselo.
Horsi je situace u zakl, od 7. tfidy (13 let) je patrny narlst az na 13,3 %, alarmuijici je vSak vysledek u
7aku 9. tridy, kde konopné latky vyzkouselo 36,1 % (Miovska et al. 2008).

Jedna ze studii, kterd byla provadéna kvalitativnimi metodami spolupracovala pfimo se zastupci
poskytovatell sluZzeb v oblasti drog. Poskytovatelé sluzeb uvadéli, Ze uzivatelé marihuany velmi ¢asto
uzivaji i jiné drogy, nejcastéji pervitin. Poskytovatelé sluzeb hadaji, Ze ma zkusenost s marihuanou cca
80 % studentu stfednich skol (Miovsky et al. 2008).

V poslednich nékolika letech se situace se zneuzivanim drog v CR stabilizovala, stéle ale pokracuje
trend v uzivani marihuany, jakozto nejoblibené;jsi drogy, a navic je stale oblibena mezi mladymi lidmi
ve véku od 15 do 34 let. Podle Narodniho vyzkumu, provadéného v roce 2016 (Mravcik et al. 2016), je
pro vzorek 1017 lidi ve véku od 15 do 34 let celoZivotni prevalence uzivani konopnych latek 43,8 %.
Prevalence u stejného vzorku lidi za poslednich 12 mésict je 19,4 % a za poslednich 30 dn( 11,1 %.

Cena marihuany se za poslednich 5 let pohybuje mezi 180-190 K¢ za 1 g drogy (Mravcik et al. 2017).
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2. Metodika

2.1. Povoleni k praci s ilegalnim materidlem

Laboratorni analyzy v rdmci feSené bakalarské prace zahrnuji praci s konopim s vysokym obsahem
THC. Volné nakladéni s takovym materidlem neni ze zdkona mozné. Praci s timto materialem bylo
mozné realizovat diky Povoleni k zachazeni s navykovymi latkami a pripravky podle § 8 zédkona ¢.

167/1998 Sb., ¢islo 86/2016 ze dne 3.8.2016 udélené Ministerstvem zdravotnictvi (viz pfiloha a)).

2.2. Rostlinny material

Pro analyzy jsme uZili vzorkG Cannabis sativa var. indica, které byly ziskany ve spolupraci s
Kriminalistickym Gstavem v Praze (resp. ve spolupraci Policii Ceské republiky dale jen PCR). Vzorky
pochazely z ilegdlnich péstiren konopi na Uzemi severni Moravy.

Vzorky byly vysuseny a rozdéleny do oddilli po 5, 10, 12 nebo 28 kusech (Obr. 6) do igelitovych ZIP-
lock sacku se silikagelem. Tyto materialy pro forenzni analyzy se odebiraji ndhodné, vidy 10-15 rostlin
z rliznych fad v péstirné a zaroven nesousedici rostliny. Zde odebrané rostliny putuji na Kriminalisticky
Ustav v Praze (dale jen KUP), kde se z kvétil pomoci plynové chromatografie stanovuje obsah THC. Poté
byly vzorky oznaceny nasledovné: FM 16.1 -16.10; FM 18.1-18.10; FM 19.1-19.12; FM 20.1 —-20.10;
FM 21.1 - 21.10; FM 22.1 — 22.10; BR 1.1 — 1.5; BR 2.1 — 2.5 a KUP H1 — H28. K extrakci DNA bylo
nejvhodné;jsi vyuZit cca 20 mg susenych listl, kvali vytéZznosti. Nicméné nékteré vzorky obsahovaly i
méné nez 5 mg, pficemz u téchto vzorkl byla nizsi vytéZnost DNA. Pfesné hmotnosti a koncentrace

DNA vyuzitych vzorkl jsou shrnuty v Tab.3.

Obr. 6 - Ukazka skladovani vysusenych vzorki ze zatah(, které byly rozdéleny do oddild
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Pracovali jsme i s dalSimi 30 vzorky, pro které jsme ziskali jiz extrahovanou DNA (ve spolupraci s
KUP). Pro extrakci se pouzivaly vzorky o hmotnosti 30 mg. Byly z Frydku-Mistku, ze 3 péstiren, kde se
v kazdé odebralo 10 rostlinnych vzork(. Pficemz koncentrace DNA byla méfena pomoci Qubitu. Vzorky
nesly oznaceni: FM 1.1 — 1.10; FM 2.1 — 2.10; FM 3.1 — 3.10. Shrnuti jednotlivych vzorkd a jejich

koncentrace jsou uvedeny v Tab. 3.

Tab. 3 - Seznam 30 vzorkl poskytnutych od PCR

FM 1.1 6,48 FM 2.1 27,4 FM 3.1 0,47
FM 1.2 5,74 FM 2.2 2,06 FM 3.2 1

FM1.3 9,02 FM 2.3 5,42 FM 3.3 4,3
FM1.4 8,82 FM 2.4 16,2 FM 3.4 3,02
FM 1.5 1,39 FM 2.5 23,6 FM 3.5 3,6
FM 1.6 1,07 FM 2.6 24,2 FM 3.6 4,3
FM 1.7 1,64 FM 2.7 19,4 FM 3.7 9,22
FM 1.8 3,66 FM 2.8 15 FM 3.8 9,98
FM 1.9 3,94 FM 2.9 37 FM 3.9 1,38
FM 1.10 3,34 FM 2.10 1,02 FM 3.10 5,98

2.3. Molekularni analyzy

2.3.1. Extrakce DNA z ususenych listi konopi setého (Cannabis sativa L.)

K extrakci jsme vyuzZili sady pro extrakci DNA DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) a postupovali jsme
podle predepsaného protokolu. Pfed zacatkem je dulezité mit na paméti nasledujici véci:

e Provést vSechny odstfedovaci kroky pfi pokojové teploté (15-25 °C).

e Pokud je potfeba, rozpustit srazeniny v Bufferu AP1 a AW1 koncentratech.

e Pfidat ethanol do Bufferd AW1 a AW2 koncentratd.

e Pfedehfat vodni lazen nebo zahfivaci blok na 65 °C.

Nejprve jsme si vybrané vzorky zvazili, aby mély do 20 mg vahy (pokud by se pracovalo
s nevysuSenymi pletivy, vaha vzorkl by neméla presahnout 100 mg). V nasledujicim kroku se vzorky
prenesly do 2000 ul mikrozkumavek s kénickym dnem, jelikoZ se musi nechat rozdrtit. Pfed vlozenim
do pfistroje od spole¢nosti Retsch MM 301 dédme do kazdého vzorku stejné mnozstvi kulicek —aby byly
vzorky vyvazeny. Pristroj jsme nechali drtit vzorky 2 minuty o frekvenci 30 Hz. Po vytaZeni z drtice jsme

vzorky setfepali a pridali 400 pl pufru AP1 a4 ul RNase A. Dale se smési v mikrozkumavkach promichaly
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a inkubovaly po dobu 10 minut pti 65 °C o rychlosti 300 Hz. Posléze jsme pfidali 130 pl pufru P3,
promichali a nechali inkubovat 5 minut na ledu. Doporuc¢enym krokem, ktery jsme nevynechali, bylo
odstredéni lyzatu po dobu 5 minut o rychlosti 13200 rpm. Lyzat jsme napipetovali do QIA shredder
spin column umisténé ve 2 ml sbérné mikrozkumavce, pak jsme odstfedovali 2 minuty o rychlosti
13200 rpm. V nasledujicim kroku jsme prenesli tekutinu do nové mikrozkumavky (museli jsme davat
pozor na usazeniny na sténé) a pridali 1,5 nasobek pufru AW 1 a zamichali pomoci pipety — v naSem
pripadé Cinil objem tekutiny 300 ul a pridavali jsme 450 pl pufru AW1. 650 ul smési jsme prenesli do
DNeasy Mini spin column umisténé ve 2 ml sbérné mikrozkumavce, odstfedovali jsme po dobu 1
minuty pfi rychlosti 8200 rpm. Vyradili jsme proteklou tekutinu a opakovali krok se zbyvajici smési
vzorku.

Déle jsme premistili spin column do nové 2 ml mikrozkumavky a pfidali 500 ul pufru AW?2,
centrifugovali jsme minutu o rychlosti 8200 rpm, odstranili jsme proteklou tekutinu. Pfidali jsme
dalSich 500 ul pufru AW2 a centrifugovali dvé minuty pfi rychlosti 13200 rpm. (Pozn. museli jsme
opatrné vysunout spin column tak, aby se nedotkl proteklého roztoku). Pfesunuli jsme spin column do
nové 1,5 ml nebo 2 ml mikrozkumavky a pfidali 100 pl pufru AE pro vymyti. Po dobu 5 minut jsme
nechali tekutinu odstat pfi pokojové teploté a poté centrifugovali po dobu jedné minuty pfi rychlosti
8200 rpm. Znovu jsme pridali 100 pl pufru AE, 5 minut nechali odstat pfi pokojové teploté a minutu

odsttedovali pfi rychlosti 8200 rpm.

2.3.2. Molekularni markery

Pti reakcich jsme uzili jiz dtive publikované molekularni markery (Alghanim & Almirall 2003) (Tab.
4). Zaroven jsme vychazeli z nepublikovanych zkusenosti némeckych kriminalist( (Christina Staginus,

LKA Mainz, osobni sdéleni).

Tab. 4 - Pfehled molekuldrnich markerd

R 47,8 GTG GTA GCCAGG TAT AGG TAG

EO7 CANN1 D2 105-111
F 44,9 CAAATGCCACACCACCTITC
R 45,9 AGA AAT CCA AGG TCCTGA TGG

D02 CANN1 D3 105-111
F 45,9 GGT TGG GAT GTT GTT GTT GTG
R 43,1 AGA GAT CAA GAA ATT GAG ATT CC

ANUCS 501 D4 80-95
F 44,4 AGC AAT AAT GGA GTG AGT GAAC
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ANUCS 302

C11 CANN1

B02 CANN2

ANUCS 308

ANUCS 305

BO1 CANN1

BO5 CANN1

HO06 CANN2

ANUCS 301

39,3

42,0
42,8
46,3
42,8
43,9
40,0
41,3
42,0
42,0
46,3
43,9
47,8
44,9
44,9
44,9
41,3

39,3

ATG GTT GAT GTT TTG ATG GT
AAC ATA AACACC AACAACTGC
TGA ATT GGT TAC GAT GGC G
GTG GTG GTG ATG ATG ATA ATG
TGTTTT CTT CACTGCACCC
CAA CCA AAT GAG AAT GCA ACC
TGG TGCAGG TTT ATACAATTT
AGATGG TGT TGG GTATCT TT
AAA GTT GGT CTG AGA AGC AAT
AAA GTT GGT CTG AGA AGC AAT
CCA TAG CAT TAT CCCACT CAAG
TGG AGT CAA ATG AAA GGG AAC
CCC CAATCT CAA TCT CAA CCC
TTG ATG GTG GTG AAA CGG C
ACG TGAGTGATGACACGAG
TGGTITCAG TGGTCCTCTC
TAA CAA AGT TTC GTG AGG GT

ATATGG TTG AAATCCATT GC

D4

D2

D3

D2

D4

D4

D2

D3

D4

140-173

150-175

163-172

177-203

141-162

323-339

235-244

266-273

209-261

2.3.3. PCRreakce

PCR neboli polymerdzova retézova reakce je reakce, pfi které se rychle a snadno za pomaoci
replikace zmnoZi Usek DNA. Na princip PCR reakce poprvé pfrisel Saiki, RK. spolu s kolektivem autord,
ktery popsali v publikaci Enzymatic Amplification of B-globin Genomic Sequences and Restriction Site
Analysis for Diagnosis of Sickle Cell Anemia. PCR jsme provadéli na pfistroji PTC-200 DNA Engine Cycler.
VyuZivali jsem t¥i rznych PCR mix({. PCR mix 1 (Tab. 5), PCR mix 2 (Tab. 6) a PCR mix 3 (Tab. 7) byly

vytvoreny na zakladé domluvy s vedoucim prace Dr. R. J. VaSutem.
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Tab. 5 - PCR mix 1 pro 1 vzorek o celkovém mnozstvi 10 pl

pufr 2
MgCl2 0,5
forward primer (1mM) 0,5
reverse primer (ImM) 0,5
polymeraza 0,05
dNTPs 0,2

DNA 1
dH20 5,25

Tab. 6 - PCR mix 2 pro 1 vzorek o celkovém mnozstvi 10 pl

pufr 1
forward primer (1mM) 0,5
reverse primer (ImM) 0,5
polymeraza 0,05
dNTPs 0,8
DNA 2
dH20 5,15

Tab. 7 - PCR mix 3 pro 1 vzorek o celkovém mnozstvi 10 pl

pufr 1
forward primer (1mM) 0,5
reverse primer (1mM) 0,5
polymeraza 0,05
dNTPs 0,8

DNA 1
dH20 6,15
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Pro ovéreni optimalnich podminek pro PCR reakci jsme potfebovali zjistit, za jaké annelingové

teploty bézi reakce s danymi primery nejlépe (viz kapitola 3.2). Poté jsme jiz PCR reakce provadéli

programem CAN*GEN, ktery obsahoval nasledujici kroky:

. krok zpét na krok 2
. krok 72°

. krok 10°

. krok 95° 3 minuty

. krok 95° 0,5 minuty
. krok 52° 45 sekund
. krok 72° 30 sekund

30x opakovat
10 minut

do konce

Pro PCR mix 3 byla reakce provadéna pomoci programu CAN*TKR s témito kroky:

. krok zpét na krok 2
. krok 72°

. krok 10°

. krok 94° 0,5 minuty
. krok 94° 0,5 minuty
. krok 52° 0,5 minuty
. krok 72° 1 minutu

29x opakovat
1 minutu

do konce

Zdali PCR reakce probéhla jsem ovérovala pomoci gelové elektroforézy na agarézovém gelu (viz

kapitola 2.3.4).

2.3.4. Gelova elektroforéza

Agardzovy gel je smés agardzy a vody. Tento zpUsob kontroly, se provadi pfedevsim proto, aby se

zjistilo, zdali probéhla PCR reakce.
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Do 45 ml vody se prida 0,45 g agardzy a nechame vzniklou latku rozehtat v mikrovinné troubé.
Mezi rozehtivanim si nachystame vanicku s mftizkou, ve které bude gel schnout. Po asi 2 minutach
vznikne rosolovita latka, do které pfimichame barvicku —v nasem pripadé 1 ul ELGO GEL RED. Nasledné
tekutinu vlijeme do predpfipravené vanicky s mfizkou, aby byla rovhomérné rozprostfena a nechame
45 minut aZ hodinu schnout.

Pokud je po hodiné gel ztuhly, miZeme opatrné vysunout mfizku a ponofit vanicku s gelem do
elektrolytu. Je nutné, aby byly vSechny jamky rovnomérné zalité elektrolytem. Do jednotlivych jamek
pak vkladdme jednotlivé PCR produkty. Pfistroj poté nastavime na napéti 300 V na dobu 15 minut,
pritom hliddame, aby nam jednotlivé produkty ,neutekly” z gelu. Priibéh PCR reakce vyéteme z gelu pod

UV svétlem.

2.3.5. Fragmentacni analyza

Fragmentacni analyzu, tj. zjisténi velikosti PCR produkt(i jsme provadéli na pfistroji Beckman
Coulter Genetic Analyser. Postup ptipravy vzorkd, separacniho gel(l a pribéh analyzy byl proveden
podle doporuceného protokolu a s pomoci kolegy zodpovédného za provoz pfistroje (Dr. M. Kitner).

Produkty PCR reakci byly smichany (byly vytvofeny tzv. multiplexy) s ohledem na predpokladanou
délku amplifikovanych PCR produktl. To znamena PCR produkty rliznych délek (tj. svymi délkami se
neprekryvajicich) byly nabarveny stejnym fluorescenénim barvivem, naopak PCR produkty, u kterych
hypoteticky hrozil prekryv jejich délek byly oznaceny odlisSnymi barvivy.

Znaceni PCR produktu bylo provedenou barvami WellRED (WellRED labelling dyes; Sigma
Aldrich), jmenovité barvy oznacované jako D2 (excitacni maximum 750 nm), D3 (excita¢ni maximum
685 nm) a D4 (excitacni maximum 650 nm).

Cilem tohoto testovani bylo ovéfit moZnost tzv. multiplexovani a zaroven pokusit nalézt detekéni
schopnost pristroje pro fragmentacni analyzu, proto jsme pouZili vzorky s nizsi a vyssi koncentraci

DNA.

Vzorky byly nakombinovany po 3 podle nasledujiciho klice:
1.1 a) - BO5, D02, EO7 . .. nizsi koncentrace DNA
2.9 a) - BO5, D02, EO7 . .. nizsi koncentrace DNA
3.3 a) - B0O5, D02, EQO7 . .. nizsi koncentrace DNA
1.1 b) - BO5, D02, EQ7 . . . vyssi koncentrace DNA
2.9 b) - BO5, D02, EQ7 . .. vyssi koncentrace DNA

3.3 b) - BO5, D02, EQ7 . .. vyssi koncentrace DNA
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1.1¢c)—-301, 302, 305. .. nejnovéjsi — neovéieno na agarovém gelu

2.9 c)-301, 302, 305.. . nejnovéjsi — neovéreno na agarovém gelu
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3. Vysledky

3.1. Extrakce DNA

Z danych vzork( jsem vyextrahovala pomoci DNeasy Plant Mini Kitu mnoZstvi DNA o koncentracich

uvedenych v nasledujicich tabulkach (Tab. 8-12). Koncentrace DNA se zjistovaly pomoci pfistroje

evyvys

ng/ul, naopak nejvyssi dosdhla hodnoty 64,1 ng/ul. Primérné hodnoty a medidn koncentrace DNA viz

Tab. 13.

Tab. 8-12 - Soubor tabulek vzorkd, jejich hmotnosti a koncentraci.

FM 16.1 9 9,9 FM 18.1 20 26,6
FM 16.2 20 20,9 FM 18.2 17 19,9
FM 16.3 10 26,7 FM 18.3 20 40,9
FM 16.4 13 22,7 FM 18.4 18 12,9
FM 16.5 6,6 8,8 FM 18.5 21 36,5
FM 16.6 7,7 16,7 FM 18.6 20 11,1
FM 16.7 8 10,6 FM 18.7 21 27,1
FM 16.8 14 20,8 FM 18.8 20 47,3
FM 16.9 14 11,5 FM 18.9 20 20,6
FM 16.10 18 20,9 FM 18.10 20 34

iz PR ) vl i SR
FM 20.1 20 18,7 FM 21.1 20 38,4
FM 20.2 20 21,4 FM 21.2 20 32,7
FM 20.3 20 27,2 FM 21.3 20 25,5
FM 20.4 20 16,4 FM 21.4 20 60,7
FM 20.5 19 18,4 FM 21.5 20 12,5
FM 20.6 20 24,4 FM 21.6 20 27
FM 20.7 20 19,2 FM 21.7 20 20,7
FM 20.8 20 30 FM 21.8 20 13,3




FM 20.9 18 33,5 FM 21.9 20 21,4

FM 20.10 20 22,5 FM 21.10 21 31,3
oy tmomesmg) TN vty hmomost(ma) TSN
FM 22.1 20 64,1 BR1.1 20 12,7
FM 22.2 20 27,3 BR 1.2 20 13,2
FM 22.3 20 26,9 BR1.3 20 15,8
FM 22.4 20 29 BR 1.4 20 10,7
FM 22.5 20 39,1 BR 1.5 20 11,1
FM 22.6 20 25,1 BR 2.1 20 8,2
FM 22.7 20 30,2 BR 2.2 18 9,3
FM 22.8 20 26,2 BR 2.3 20 8,3
FM 22.9 20 27,3 BR 2.4 20 11,4
FM 22.10 20 27,3 BR 2.5 20 13,8
oty hmaost(me) 7SO

FM 19.1 20 21,9

FM 19.2 20 14,3

FM 19.3 19 17,3

FM 19.4 20 24,2

FM 19.5 20 16,1

FM 19.6 20 11,1

FM 19.7 19,8 12,1

FM 19.8 19,9 14,7

FM 19.9 20 12,4

FM 19.10 20 17,4

FM 19.11 20 14,7

FM 19.12 20 11
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KUP - H1 6 6,6 KUP - H15 7,2 8,4
KUP - H2 9 8,6 KUP - H16 9,5 10,2
KUP - H3 4,6 9,1 KUP - H17 8,6 9,4
KUP - H4 5 7,7 KUP - H18 7,6 7,5
KUP - H5 7,6 9,2 KUP - H19 6,6 12,6
KUP - H6 15,5 7,8 KUP - H20 5,7 14,5
KUP - H7 5 5,9 KUP - H21 5,3 6,4
KUP - H8 9,4 12,5 KUP - H22 8,1 10
KUP - H9 14,2 8,2 KUP - H23 4,1 5,6
KUP - H10 6,3 6,5 KUP - H24 8,3 5,7
KUP - H11 6,5 9,8 KUP - H25 3 6,2
KUP - H12 5,7 6 KUP - H26 4,4 4,9
KUP - H13 2,8 7,2 KUP - H27 5,4 4,7
KUP - H14 2,6 6,7 KUP - H28 4,2 5,7

Pozn.: Zvyraznéné vzorky nemaji dostatec¢nou koncentraci, a proto se pfi dalSim pouzivani neredily

Tab. 13 - Primérné hodnoty a median koncentrace DNA

FM 16 16,95 18,75
FM 18 27,69 26,85
FM 19 15,6 14,7
FM 20 23,17 21,95
FM 21 28,35 26,25
FM 22 32,25 27,3
BR 11,45 11,25
KUP-H 7,99 7,6

3.2. Test annelingové teploty gradientem
Pro ovéreni optimdlnich podminek pro PCR reakci jsme potrebovali zjistit, jestli v literature
publikované hodnoty annealingové teploty budou vhodné pro reakce v nasich laboratornich

podminkach. Vychazeli jsme také z hodnot, které byly pouzity v némecké forenzni laboratoti LKA Mainz
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(Christina Staginus, osobni sdéleni). Proto jsme nastavili na pfistroji MJ Research PTC - 200 teplotni
spektrum pro jednotlivé vzorky v rozmezi 50 az 65 °C (kde v Tab. 14 odpovida ¢. 1-50°Ca¢. 12 - 60

°C). Vytvorili jsme si vlastni program CANN*GR, jehoz algoritmus se skladal z nasledujicich krokd:

1. krok 95° 3 minuty

2. krok 95° 0,5 minuty

3. krok 50 - 65° 45 sekund

4. krok 72° 30 sekund

5. krok zpét na krok 2 30x opakovat
6. krok 72° 10 minut

7. krok 10° do konce

3.3. Gelova elektroforéza gradientu
Abychom ovéfili, Ze reakce probéhly (spravné), dané vzorky jsme aplikovali na agardzovy gel.
Vyfocené fotografie agardzovych gell jsem usporfadala podle radkd, pro ukazku — radek B (Obr. 7),

radek C (Obr. 8) a radek D (Obr. 9). Vysledky jsou poté prehledné sepsany v tabulce (Tab. 14).

Obr. 7 - Rddek B — EO7 — vzorek 10.10
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Obr. 8 - Rddek C — EO7 — vzorek 11.1

Obr. 9 - Rada D — D02 — vzorek 4.1

Tab. 14 Vyhodnoceni teplotniho gradientu 96 vzork( Cannabis sp. — vysvétlivky:

= / hezky viditelné
» () -1ze néco rozpoznat

. (\) — nelze nic rozpoznat
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3.4. Fragmentacni analyza

Fragmentacni analyza na pfistroji Beckman Coulter Genetic Analyser (dale zkracené sekvenator)
nebyla Uspésna jen pro vzorky 2.9 c) a 3.3 a). Ostatni reakce byly vice ¢i méné Uspésné, nejlépe
probéhly vizualizace fragment( (dle pfedpokladu) u PCR produktd, které probéhly s normalni
koncentraci DNA. Pro vzorky, kde byla testovana velmi nizka koncentrace DNA nebyla fragmentaéni
analyza Uspésna.

Byly zjistény presné velikosti amplifikovanych PCR produktd, ty jsou shrnuty v tabulce Tab. 15.

Ukazka, jak vypada vysledna podoba fragmentacni analyzy na sekvenatoru zobrazuje p¥iloha b).

Tab. 15 - Velikosti amplifikovanych PCR produkt(

BO5 D2 245
1.1a) EO7 D2 113
D02 D3 112, 115
BO5 D2 243, 249
2.9a) EO7 D2 110, 113
D02 D3 113,118
BO5 D2 245, 251
1.1 b) EO7 D2 112
D02 D3 112,115
BO5 D2 242, 247
3.3b) EO7 D2 109, 112
D02 D3 112, 115
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4. Didakticka analyza odborného tématu

V poslednich letech se velmi ¢asto mluvi az o velmi vysokém poctu uZivatelt konopi/marihuany
mezi détmi a mladymi lidmi obecné. Podle Narodniho vyzkumu, provddéného v roce 2016, je pro
vzorek 1017 lidi ve véku od 15 do 34 let celozZivotni prevalence uZivani konopnych latek 43,8 %.
Prevalence u stejného vzorku lidi za poslednich 12 mésicd je 19,4 % a za poslednich 30 dn( 11,1 %.
V kazdé skole se pfitom setkdvame s poucenim o drogové problematice. Jsou za timto problémem
nedostatecnda antidrogova politika na Skolach nebo je problém pfimo ve zvidavych studentech?

Pro modelové zpracovani didaktické c¢asti mé prace jsem si vybrala studenty gymnazii. Podle
rdmcového vzdélavaciho programu by se studenti gymnazii méli bavit o drogdch béhem Vychovy ke
zdravi, konkrétné béhem studia kapitoly ,,Zmény v Zivoté clovéka a jejich reflexe” v ramci podkapitoly
péce o reprodukéni zdravi.

V rdmci studia Vychovy ke zdravi by bylo dobrym fesenim udélat projektovy tyden s ndzvem ,Boj

s drogami“, béhem kterého by se kazdy den vénovala pozornost jedné konkrétni droze.
Den zaméfeny na konopi/marihuanu

e rozbor uciva
o komunikace se studenty — zjisténi, co vSe védi a co ne
o seznameni se s konopim a marihuanou — obecné informace o rostliné
o chemickad stranka

o ucinky drogy na organismus

o

rizika spojena s uzivanim konopi
e vyukové cile
o sezndmeni s konopim nejen jako drogou, ale také jako plodinou;
o pochopeni student(, jak zachazet s touto rostlinou
o pochopeni student(, pro¢ by se méli chranit pred drogami
e metody
o komplexni — projektova vyuka
e forma vyuky
o kombinovana forma vyuky
e prakticky vystup

o  Z&ci zhotovi kratkou semindrni praci na téma vyuziti konopi
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5. Diskuse

5.1. Extrakce DNA

Pti extrakci DNA jsme vidy neméli nejlepsi vytéZzek. Hodnoty extrahované DNA se pohybovaly
v rozmezi od 4,7 ng/ul po 64,1 ng/ul. Bohuzel nizké hodnoty koncentrace nebyly pouze ojedinélé, u
nespravném odebrani nebo nevhodném zachdzeni se vzorky, tj. degradaci v disledku Spatného suseni

vzorka.

5.2. Test annelingové teploty gradientem
Gradientovym testem annealingové teploty jsme zjistili, Ze PCR reakce nejlépe probihaji s primery
EO7, DO2 a BOS5 pro teplotu 52°C. Proto jsme pro tyto vybrané primery u ndsledujicich PCR reakci

v programech ve 3. kroku pouZivali teplotu 52°C.

5.3. Gelova elektroforéza gradientu

Agarovy gel gradientu potvrdil, Ze PCR reakce ve vSech ptipadech probéhla, avsak dle snimk Ize
vidét, Ze pribéh neni idealni. Mezery mezi PCR produkty ukazuji na néjaky faktor, nejpravdépodobnéji
,lidsky” — pravdépodobné chyba pfi pipetovani. Lze si toho povSimnout na fadach B, D a predevsim G.
Obecné vsak mlzZeme fict, Ze PCR probéhla a tyto primery jsou obecné v nasich laboratornich

podminkach dobre pouZitelné.

5.4. Fragmentacni analyza

Fragmentacni analyza potvrdila vhodnost a pouzitelnost pro stanoveni velikosti amplifikovanych
PCR produktl pro testované markery (tj. primerové kombinace za poufZiti znadenych primert).
Potvrdila predpokladany fakt, Ze nizké koncentrace DNA pfi PCR reakci vedou k nizké koncentraci
amplifikovanych produktli, které zpUsobuji chyby pfi fragmentacni analyze (bud absence
detekovanych produktl nebo nejednoznacéna detekce, tj. nizké tzv. peaky). Hezké separace si mizeme
povSimnout v pfipadé prvniho a druhého radku v Pfiloze b), kdy nam PCR produkty vyskocily nad Zebfik
a lze je tak snadno odecist z grafu. Naopak ve tfetim a ¢tvrtém radku si miZzeme povsSimnout hodnot
nizsich nez zebrik samotny. To ukazuje na nedostatecnou koncentraci DNA. V pfipadé prvniho radku
grafu, konkrétné u primerd BO5 a EO7 (barva D2 — ¢ernd) mlzeme vidét jeden peak, coz ukazuje na
homozygotni rostlinu. Naopak v pfipadé druhého rfadku u primert BO5 a EO7 (opét D2) vidime 2 peaky

vedle sebe, coZ znaci heterozygotni rostlinu.

Nami zkousené laboratorni metody se ukazaly jako vhodné pro pouZiti se vzorky konopi. Primery

E07, D02 a BO5 nam pfi PCR reakcich bézely, cozZ se ukazalo pfi nasledné kontrole na agarézovém gelu.
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Fragmentacni analyza se také osvédcila, obzvlast u vysokych koncentraci. Proto je tyto laboratorni

metody mozné uplatnit pfi spolupréci s KUP a aplikovat je na vzorcich z péstiren.
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6. Zaver

Psani této bakalarské prace bylo pro mé od zacdtku do konce vyzvou. Nejen, Ze jsem pronikla do
problematiky konopi v podobé psani literarni reSerSe, ale zaroven jsem si rozsifila obzory praci
v laboratotfi, coz bylo pro mé jakoZto studentku ucitelské dvoukombinace Uplnou novinkou.

Prvni — teoretickd cast prace obsahuje literarni prehled, ktery jednak popisuje taxonomickou
charakteristiku, vyuziti, 1é¢ivé ucinky a obsahové latky, ale také trestni problematiku, druha — prakticka
Cast se zabyva popisem rostlinného materidlu, extrakci DNA, PCR reakcemi, gelovou elektroforézou a
fragmentacni analyzou. Posledni ¢ast prace se zabyva vysledky, didaktickou analyzou daného tématu
a diskusi.

Nami odzkousené laboratorni metody se zdaji byt vhodné pro budouci vyuZiti ve forenzni praxi, ale
naleznou se zde i Uskali, se kterymi je nutno pocitat. Hlavnim problémem mohou byt Spatné odebrané
vzorky, popfipadé Spatné vysusené vzorky, diky cemuz pfichazime o vytézek extrahované DNA. DalSim
limitujicim faktorem je sam clovék. Mé laboratorni zacatky nesly jako disledek drobnéjsi nepresnosti;

i bézna rutinni laboratorni prace vyzaduje urcitou praxi, kterou Ize ziskat opakovanim.
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8. Prilohy

Pfiloha a) Rozhodnuti o povoleni k zachazeni

MINISTERSTVO ZDRAVOTNICTVI C.j.: 23849/2016-8/OPL ze dne 19.7.2016
STEJNOPIS 1
Dne: 3.8.2016

P.O. BOX 81, Palackého nam. 4, 128 01 Praha 2 Pocet stran celkem:

Tel:  +420-224 972 705, +420-224 916 020

Fax: +420-224 915 979
e-mail: opl@mzcr.cz

LT e ¥

1000Ke 1000k 1000K: 1000Ke 1000K:

Ministerstvo zdravotnictvi jako spravni orgén piislusny k rozhodnuti o vydani
povoleni k zachézeni s navykovymi latkami a ptipravky podle § 8 zdkona €. 167/1998 Sb.,
o navykovych latkach a o zm&né& nékterych dalsich zakont, ve znéni pozdéjsich predpist, vydava toto

ROZHODNUTI

o povoleni k zachazeni

¢islo 86/2016.

Na zdklad€ komplexniho posouzeni Zidosti ze dne 19.07.2016 se vydéava pro

Univerzita Palackého v Olomouci
K¥izkovského 8, 771 47 Olomouc, I1ICO 61989592,
povoleni k zachazeni podle § 4 zdkona &. 167/1998 Sb.,

o navykovych latkach a o zméné nékterych daldich zékont, ve zn&ni pozdgjsich piedpisi,
v déle stanoveném rozsahu.

Ri ik: 11 Fizeni: pro: L v Ol
original Ministerstvo zdravotnictvi Krizk 8,771 47 Ol 1o 6
Strana: 1 Rozhodnuti &.: 86/2016
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D3 (zelené) a D4 (modfe) jsou

),

é

Priloha b) Zobrazeni grafické analyzy testovanych vzorkd, D2 (¢ern

jednotlivé barvy molekularnich markerd.
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