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Abstract

A modified and validated method for the extraction and simultaneous determination of A’-tetrahydrocannabinol (THC) and
11-nor-9-carboxy-A’-tetrahydrocannabinol (THCCOOH), and detection of 11-hydroxy-A’-tetrahydrocannabinol (11-OH-THC)
in a single saliva sample using negative ion gas chromatography mass spectrometry (GC-MS-NCI) is presented. Internal stand-
ardisation was carried out using deuterated analogues of each analyte. THC and 11-OH-THC were derivatised with tri-
fluoroacetic anhydride in chloroform and THCCOOH with pentafluoropropanol in trifluoroacetic anhydride. Quantification was
performed using selected ion monitoring mode and the target ions (m/z) were 389.3 and 410.3 for 9THC, 387.3 and 408.3 for
11-OH-THC, and 422.3 and 572.3 for THCCOOH derivatives. Validation parameters for THC and THCCOOH were as follows:
limit of detection (LOD) — 0.25 ng/ml, limit of quantification (LOQ) — 0.5 ng/ml and linearity range (LOL) — 0.5-20 ng/ml. Mean
recovery rates of THC and THCCOOH from saliva ranged from 50% to 80%, respectively. The intra- and inter-day precision (ex-
pressed by RSD) did not exceed 24% for THC and 7% for THCCOOH. The elaborated method was used to determine THC and
THCCOOH in 20 paired blood and saliva specimens collected from 12 patients following smoking of marihuana. Saliva and
blood were collected at admission to hospital and after 24 h of patient hospitalisation. The concentrations of THC and
THCCOOH in blood and THC in saliva varied a lot. At admission to hospital, the mean THC concentration in blood was
8.48 ng/ml (range 0.5-26.4 ng/ml), and after 24 h, this value was 2.73 ng/ml (range: 0.5-15.3 ng/ml). The THC concentrations in
saliva were 6.96 (range: 0.5-32.5 ng/ml) and 1.64 ng/ml (range: 0.5-10.4 ng/ml) at the respective sampling points. After 24 hours
of patient hospitalisation, the concentrations of THC fell to between 50% (of initial values) and a level under the LOD. The
method was also applied to certification of point of collection immunoassay testing devices.
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1. Introduction cohol. In this setting, saliva or oral fluid, the term rec-

ommended by a working group of the Drug Testing

Currently, one of the main trends in forensic toxi-
cology is to search for new, alternative biological ma-
terials suitable for determination of drugs of abuse.
This is because collection of the most popular mate-
rial —blood — is invasive and therefore can only be car-
ried out by professional staff of health care units. Such
a way of collection of biological samples cannot be
used in roadside testing of drivers suspected to be un-
der the influence of substances acting similarly to al-

Advisory Board in the United States, seems to be the
most advantageous biological fluid [7]. Ease of collec-
tion under observation is also considered to be a major
advantage of oral fluid testing, compared to urine test-
ing (the second material of choice). Issues of substitu-
tion, adulteration and dilution are less problematic
than currently encountered in the unobserved urine
collection procedure.
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Oral fluid is a mixture of saliva, gingival crevicular
fluid, cellular debris, and other components. Drugs
may appear in oral fluid via multiple pathways. The
predominant modes for entry into oral fluid for most
drugs are excretion via saliva from blood and direct
deposition in the oral cavity during oral and intranasal
administration and by smoking. For marihuana, the
primary route of drug entry into oral fluid appears to be
direct deposition during use. Marihuana is usually
smoked, but it may also be consumed orally, usually
mixed with food products. THC residues are seques-
tered in oral tissue and appear in oral fluid. The mecha-
nism of THC deposition would appear to be direct
sequestration of THC in shallow tissues of the oral mu-
cosa during drug use. Transfer of THC to oral fluid
from blood is minimal [10]. A study of oral fluid speci-
mens in human subjects by GC-MS following smok-
ing of marihuana cigarettes did not reveal the presence
of 11-OH-THC or THCCOOH over a 7-day period fol-
lowing the smoking [4]. Nevertheless, the developed
method encompasses the identification and determina-
tion of metabolites so that broadest interpretation of
results can be possible.

Cannabinoids occur as natural components in Can-
nabis sativa plants. The most important of them is
THC — almost all psychoactivity of Cannabis is asso-
ciated with THC content [1, 9]. The chemical structure
of THC is shown in Figure 1.

Behavioural effects following Cannabis adminis-
tration on humans would seem to be the main reason
why Cannabis is the most abused drug in the world.
Marihuana smoking gives an immediate effect as a re-
sult of efficient and fast delivery from lungs to brain.
The concentration of THC declines rapidly in blood
after smoking, whereas THCCOOH persists much lon-
ger than both THC and 11-OH-THC. Another com-
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Fig. 1. Chemical structure of THC.

mon route of THC administration is drinking of alco-
holic solutions obtained by maceration of the mari-
huana plant in alcohol solution, e.g. vodka or con-
sumption of foodstuffs (e.g. cakes, jams, fruit jellies or
snack bars) containing cannabis extracts or even hash-
ish oil. Following oral administration of THC, its ab-
sorption is slower and results in high plasma con-
centrations of 11-OH-THC due to first pass metabo-
lism [9].

THC is metabolised by hepatic cytochrome P450
enzyme, which leads to the production of active
11-OH-THC. The further pathway of metabolism leads
to di- or tri-hydroxy compounds as well as, after oxida-
tion, to the main inactive metabolite, THCCOOH (Fig-
ure 2).

The chemical properties of THC influence its dis-
tribution in different biological materials. As a conse-
quence of this, THC, 11-OH-THC and THCCOOH are
present in measurable concentrations in blood and
hair. THC can be determined in saliva [4, 5, 7], and
THCCOOH in urine.

Different kinds of biological materials have differ-
ent characteristic features, which necessitates the use
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Fig. 2. The most common route of metabolism of THC leading to active 11-OH-THC and further to inactive THCCOOH.
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of different methods for detection and determination
of THC and its metabolites. For screening, the method
used most often is immunoassay, e.g. radioimmuno-
assay (RIA), enzyme immunoassay (EIA), fluores-
cence polarisation immunoassay (FPIA) and enzyme
linked immunosorbent assays (ELISA), as well as thin
layer chromatography (TLC). Screening is performed
mostly on urine and saliva [11], because these materi-
als do not require complicated sample pre-treatment. It
is also possible to perform immunoassay initial testing
on blood, but only with the precipitation of proteins.
Only the use of very sensitive and advanced instru-
mental methods gives sufficiently reliable and satis-
factory results. Such techniques, including the fol-
lowing, are used for confirmatory testing: gas and
liquid chromatography (GC, LC) coupled with mass
spectrometry or tandem mass spectrometry (MS,
MS/MS). These methods require advanced sample
pre-treatment, consisting in: protein precipitation, ex-
traction of analytes (performed in LLE and SPE mode)
and derivatisation. Use of such procedures enables de-
termination of THC at low ng/ml concentrations [2, 3].

The aim of the study was to develop a sensitive
method for determination of THC, as well as its two ma-
jor metabolites, 11-OH-THC and THCCOOH, in saliva
using chromatography-negative ion chemical ionis-
ation-mass spectrometry (GC-MS-NCI). The analytical
procedure was developed on the basis of a previously
described method [6, 8] for THC and THCCOOH deter-
mination in blood and urine.

2. Materials and methods
2.1. Standards and internal standards (ISs)

Ag—tetrahydrocannabinol (THO), 1 l—hydroxy—A9—te—
trahydrocannabinol (11-OH-THC) and 11-nor-9-car-
boxy-A’-tetrahydrocannabinol (THCCOOH) and ISs
(9THC-D;, 11-OH-THC-D; and THCCOOH-D;) were
purchased as methanolic solutions from Cerilliant
(LGC Promochem, Warsaw, Poland). The concentra-
tion of the standards and IS was 100 pg/ml, apart from
THC, which was 1000 pg/ml.

2.2. Chemicals and reagents

Acetonitrile (ACN), acetone, ethyl acetate, n-hex-
ane, water (all HPLC grade) were obtained from
Merck (Darmstadt, Germany). Derivatising reagents,
99% pentafluoropropanol (PFP) and 99% trifluoro-
acetic anhydride (TFAA) were obtained from Sigma-
Aldrich (Warsaw, Poland). Chloroform (CHCI;), so-

dium hydroxide and hydrochloric acid (analytical
grade or higher) were supplied by POCH (Gliwice, Po-
land). Monobasic potassium phosphate and dibasic
potassium phosphate (POCH) were used to produce
the 0.5 M phosphate buffer (pH 6.8). All glass vials
and tubes were silanised by immersion in a 5% solu-
tion of Silon CT, followed by washing in toluene then
methanol and oven drying prior to use.

2.3. Specimens

Drug-free saliva (control saliva sample) was ob-
tained from known healthy volunteers with no history
of drug use. Control specimens were used for develop-
ment and validation of the method. Standards and ISs
(5 ng/ml) were added to the control saliva samples
to produce eight-point calibration curves. Control sa-
liva samples were spiked with THC, 11-OH-THC and
THCCOOH to concentrations of 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 5,
10 and 20 ng/ml.

Accuracy control of the method was carried out by
twice determining the THC in reference material,
Medidrug® BTM saliva (Medichem, Stuttgart, Ger-
many) with known 9THC concentration of 15.0 ng/ml.

Clinical case samples — 20 blood and 20 saliva
specimens — were collected from 12 patients, who had
been admitted to the Department of Clinical Toxicol-
ogy, Collegium Medicum, Jagiellonian University in
Krakow due to a drug overdose. Blood and saliva sam-
ples were collected at admission to the clinic and after
24 hours of hospitalisation.

Saliva and blood specimens were collected simul-
taneously. Saliva samples were collected without any
stimulation, by spitting into polypropylene collection
vials. Blood was sampled into heparinized tubes. After
collection, saliva samples were centrifuged and both
types of specimens were frozen at —20°C until the time
of analysis.

2.4. Sample preparation

5 pl of methanolic solution of ISs (THC-Ds
11-OH-THC-D; and THCCOOH-D;), each at a con-
centration of 1 ng/ul, and 1 ml of 0.5 M phosphate
buffer (pH 6.8) were added to a 1 ml sample of saliva
placed in a 20 ml screw-capped glass tube. Then the
tube was placed in an ultrasonic bath at room tempera-
ture for 10 min followed by incubation in a water bath
at 40°C for 5 min. Four millilitres of ACN-acetone
(9:1, v/v) mix was added to the sample while vortex
mixing. Then the sample was centrifuged, the super-
natant was transferred into another glass tube and its
volume was reduced to approximately 1.5 ml in
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a TurboVap (Zymark) at 40°C under reduced pressure
of nitrogen. The analytes were extracted from concen-
trated supernatant using liquid-liquid extraction (LLE).
THC and 11-OH-THC were extracted by 5 ml of hex-
ane-ethyl acetate (7:1, v/v) from an alkaline medium
(0.5ml 2 M NaOH, pH 13) and THCCOOH by 5 ml of
hexane-ethyl acetate (7:1, v/v) after acidification of
the aqueous layer (1 ml 1 M HCI, pH 3). The analytes
in dry residues were derivatised to form THC-tri-
fluoroacetyl (THC-TFA), 11-OH-THC-trifluoro-acetyl
and THCCOOH-pentafluoropropano-trifluoroacetyl
(THCCOOH-PFP/TFA) derivatives and analysed by
the GC-MS-NCI method. To the dry residue contain-
ing THC and 11-OH-THC, 100 pl of TFAA and 100 ul
of CHCI; were added. THCCOOH was derivatised by
addition of 50 pl of PFP and 100 pl of TFAA to the dry
residue. Derivatisation of the analytes was performed
at 60°C for 30 min. The reaction mixtures were cooled
to room temperature and the excess of derivatising
reagents was evaporated to dryness at 40°C under
a stream of nitrogen. The dry residues were reconsti-
tuted in 50 pl of ethyl acetate and an aliquot of 2 ul was
injected by autosampler into the GC-MS system.

2.5. Quantification

Quantification was performed using selected ion mo-
nitoring mode (SIM). For THC, THC-D;, 11-OH-THC,
11-OH-THC-D; and THCCOOH and THCCOOH-D;
derivatives, ions (m/z) 389.3 and 410.3; 392.3 and
413.3; 387.3 and 408.3; 390.3 and 411.3; 422.3 and
572.3; 425.3 and 575.3, respectively were monitored.
The basis of qualification analysis was the presence of
two ions (quantitative and qualifier) for each analyte.
An 8-point calibration curve was obtained by setting
peak-area ratios (THC/THC-Ds;; m/z 410.3/413.3,
11-OH-THC/11-OH-THC-D3; m/z 408.3/411.3 and
THCCOOH/THCCOOH-Ds; m/z 572.3/575.3) calcu-
lated for each standard and plotted against ratios of
known concentration of the standard and IS.

2.6. Validation

All calculations were carried out using the internal
standardisation method. Mean recovery rates of THC,
11-OH-THC and THCCOOH from saliva ranged from
50 to 80%. LOD and LOQ were 0.25 ng/ml and
0.5 ng/ml, respectively for THC and THCCOOH, and
linearity range (LOL) was 0.5-20 ng/ml for both ana-
lytes as well as for 11-OH-THC. The intra- and inter-
day precision (expressed by RSD) did not exceed 24%
for THC and 7% for THCCOOH. Accuracy was con-
firmed using Medidrug® reference materials, making

up two saliva samples containing a certified concen-
tration of THC at 15 ng/ml. Each sample was analysed
in duplicate. The obtained results were satisfactory:
12.0 + 1.2 ng/ml and 11.8 £ 0.3 ng/ml. Quantification
was performed using deuterated internal standards (at
a concentration of 5 ng/ml for all three analytes). Un-
fortunately, validation of the method for 11-OH-THC
was not possible. Near the retention time of 11-OH-
THC-TFA, a background peak was detected in drug-
free saliva samples. That is why only qualitative analy-
sis was possible for this compound.

3. Results and discussion

The developed method was applied to determina-
tion of THC and THCCOOH concentrations in
20 paired specimens (simultaneous saliva and blood
collection) taken from 12 persons who were admitted
to the Department of Clinical Toxicology, Collegium
Medicum, Jagiellonian University in Krakow due to
a drug overdose. Blood and saliva samples were col-
lected at admission to the clinic and after 24 hours of
patient hospitalisation.

An example of a positive result of analysis per-
formed by this method is presented in Figure 3.

Determined  concentrations of THC and
THCCOOH in blood and saliva taken from patients are
shown in Figures 4-7. The concentrations of THC and
THCCOOH in blood and THC in saliva varied a lot.
They were highly dependent upon a number of factors,
especially dose of THC smoked, time since exposure
and history of drug addiction. At admission to hospi-
tal, mean (=SD) THC concentration in blood (Fig-
ure 4) was 8.48 + 7.09 ng/ml (range 0.5-26.4 ng/ml),
and after 24 h these values were 2.73 £+ 3.02 ng/ml
(range: 0.5-15.3 ng/ml). The THC concentrations in sa-
liva (Figure 5) were 6.96 = 8.88 (range: 0.5-32.5 ng/ml)
and 1.64 + 2.37 ng/ml (range: 0.5-10.4 ng/ml) at the re-
spective sampling points. After 24 hours of patient
hospitalisation, the concentrations of THC fell to be-
tween 50% (of initial values) and a level under the
LOD.

The saliva/blood THC concentration ratio was 0.82
at admission and 0.60 after 24 h of patient hospitalisa-
tion.

Our study showed that saliva specimens are useful
only when collected shortly after exposure. This is
consistent with previously published findings by
Huestis et al. [5]. They reported that although THC in
oral fluid is not thought to originate from blood, its
time course in oral fluid appears to be similar to that in
blood. The usefulness of oral fluid testing for THC is
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Fig. 3. Chromatogram of a saliva extract containing THC, analysed in SIM mode. THC —m/z=410.3,
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Fig. 4. Concentrations of THC determined in blood col-
lected from 10 patients at admission to hospital and after
24 hours of patient hospitalisation.
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Fig. 5. Concentrations of THC determined in saliva col-
lected from 10 patients at admission to hospital and after
24 hours of patient hospitalisation.

predicated upon its ability to serve as a diagnostic indi-
cator of recent marihuana use. THC is deposited in the
oral cavity and remains for up 24 h following mari-
huana smoking. Passive Cannabis exposure studies
appear to indicate that positive oral fluid tests for THC
can occur shortly after Cannabis smoke exposure, but
results were negative within 1 h.
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Fig. 6. Concentrations of THCCOOH determined in blood
collected from 10 patients at admission to hospital and after
24 hours of patient hospitalisation.
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Fig. 7. Concentrations of THCCOOH determined in saliva
collected from 10 patients at admission to hospital and after
24 hours of patient hospitalisation.

THCCOOH was present in 9 out of 10 blood sam-
ples, which is a natural effect of THC metabolism. The
mean (+£SD) concentration of THCCOOH in blood
(Figure 6) at admission to hospital was 49.24 +
74.35 ng/ml, with a range of 0.5 to 421 ng/ml), and af-
ter 24 h, 38.13 + 56.19 ng/ml with a range of 0.2 to
291 ng/ml). THCCOOH in saliva (Figure 7) was mea-
sured in one patient at a very low concentration of 1.97
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and 2.0 ng/ml at the respective sampling points.
11-OH-THC was detected in saliva taken from two pa-
tients. THCCOOH does not occur in saliva. This is
consistent with the report by Huestis et al. [4].

THC saliva concentrations have been reported in
a number of studies [10]. Saliva concentrations deter-
mined within 1 to 72 h after smoking a marihuana cig-
arette varied from 0.3 to 216 ng/ml. Concentrations
were 6 to 684 ng/ml at 15 min to 1h after smoking. Sa-
liva concentrations were 0.12 to 21.3 ng/ml at 1 to 48 h
after oral ingestion of marihuana.

The elaborated method was also applied as a con-
firmation method for checking sensitivity, specificity
and effectiveness of point of collection immunoassay
testing devices, which were sent to the Institute of Fo-
rensic Research for certification.

Control samples of saliva were prepared with addi-
tion of 25 ng/ml of THC and THCCOOH respectively.
The concentrations determined by the GC-MS-NCI
method were 24.0 = 4.0 (n = 7) for THC and 26.0 +
4.0 ng/ml (n = 4) for THCCOOH.

The presented applications confirm the usefulness
of the method for a wide range of purposes.

4. Conclusions

Due to the fact that concentrations of THC in blood
and saliva can rapidly decrease after smoking to low
nanogram-per-millilitre levels, a sensitive and reliable
GC-MS-NCI method was developed that was suitable
for quantification of THC, exclusion of THCCOOH
and detection of 11-OH-THC in saliva from clinical
samples. Using 1 ml of saliva, the LOD was 0.25 ng/ml
and LOQ was 0.5 ng/ml for both analytes, and LOL
was 0.5-20 ng/ml for THC and THCCOOH as well as
11-OH-THC.

The developed method can be used for determina-
tion of THC in saliva samples collected from drivers
suspected of driving under the influence of Cannabis.
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OZNACZANIE TETRAHYDROKANNABINOLI W SLINIE

1. Wstep

Jednym z dominujacych obecnie kierunkéw w tok-
sykologii sadowej jest poszukiwanie nowych alternaty-
wnych materialow biologicznych, w ktorych mozliwe
jest wykrywanie i oznaczanie §rodkéw odurzajacych.
Dzieje si¢ tak, poniewaz pobieranie najbardziej popu-
larnego materialu — proby krwi — jest inwazyjne, a przez
to mozliwe do przeprowadzenia jedynie przez wykwalifi-
kowany personel medyczny. Taki sposob pobierania ma-
terialu biologicznego do badan nie moze by¢ stosowany
na miejscu kontroli (najcze¢sciej ,,przy drodze”) kierow-
coéw podejrzanych o prowadzenie pojazdow pod wply-
wem $rodkow dzialajacych podobnie do alkoholu. Do
tych celow najlepszym materiatem okazuje sig §lina lub
pltyny z jamy ustnej. Uzywanie terminu ,,ptyny z jamy
ustnej” rekomendowane jest przez amerykanska agencje
Drug Testing Advisory Board, zajmujaca si¢ rozwojem
nauki i technologii zwigzanej z badaniem substancji odu-
rzajacych [7]. Gléwna zaleta badania §liny jest tatwos¢
i mozliwo$§¢ obserwacji procesu pobierania w porowna-
niu z pobieraniem i badaniem moczu — drugim z wyboru
materiatem uzywanym do badania duzych populacji lu-
dzi. Dlatego tez kwestie zwiazane z mozliwos$cia za-
miany, zafalszowania czy rozcienczania proby, staja si¢
mniej problematyczne w przypadku §liny niz przy po-
bieraniu proby moczu.

Plyn z jamy ustnej jest mieszaning $liny, wydzieliny
bruzd dziastowych, obumartych komoérek nabtonka i in-
nych sktadnikéw. Srodki odurzajace przedostaja si¢ do
$liny ré6znymi drogami. Gléwne z nich to przenikanie
ksenobiotyku z krwi do $liny oraz bezposrednie jego
osadzanie w jamie ustnej podczas doustnego i donosowe-
g0 przyjmowania a takze w czasie palenia. W przypadku
marihuany najistotniejsza droga przedostawania sig sub-
stancji aktywnej do $liny jest prawdopodobnie bezpo-
srednie odktadanie si¢ surowca w jamie ustnej podczas
jej przyjmowania. Marihuana jest najczgsciej palona, ale
moze by¢ tez przyjmowana doustnie, przewaznie w po-
staci zmieszanej z produktami spozywczymi. Z resztek
marihuany zalegajacych w jamie ustnej A’-tetrahydro-
kannabinol (THC) jest uwalniany do §liny. Glownym
mechanizmem odktadania si¢ THC w jamie ustnej okazu-
je si¢ jego bezposrednie uwalniane z powierzchniowych
warstw $luzowki jamy ustnej, do ktoérych dostal sig
w czasie pobierania przetworéw konopi. Przenikanie
THC z krwi do §liny jest minimalne [10]. Badania probek
$liny pobranej po wypaleniu marihuany przeprowadzone
metoda GC-MS nie wykazaty obecnos$ci metabolitow
THC: 11-hydroksy-A’-tetrahydrokannabinolu (11-OH-
THC) oraz 11-nor-9-karboksy-A’-tetrahydrokannabinolu

(THCCOOH) w czasie do 7 dni od wypalenia [4]. Po-
mimo tego opracowana metoda obejmuje wykrywanie
i oznaczanie metabolitdéw celem umozliwienia jak naj-
szerszej interpretacji wynikow.

Kannabinole wystgpuja w roslinach konopi (Cannab-
is) jako ich naturalne sktadniki. Najwazniejszym z nich
jest THC, poniewaz praktycznie cale dziatanie psycho-
aktywne konopi jest zwiazana z zawartos$cia tego zwiaz-
ku [1, 9]. Budowg chemiczna THC przedstawiono na
rycinie 1.

Odczucia psychiczne wystgpujace po przyjeciu ko-
nopi wydaja si¢ gtbwna przyczyna, dla ktorej jest to naj-
czgsdciej uzywany Srodek odurzajacy na $wiecie. Dzieje
si¢ tak dlatego, ze palenie marihuany daje natychmiasto-
wy efekt na skutek szybkiego przenikania substancji ak-
tywnych z pluc do moézgu. Stezenie THC obniza si¢
bardzo szybko we krwi po wypaleniu, natomiast st¢zenie
THCCOOH utrzymuje si¢ duzo dluzej niz THC a nawet
11-OH-THC. Inna cze¢sta droga przyjmowania THC jest
picie alkoholowych nalewek uzyskiwanych przez mace-
rowanie marihuany w alkoholu, np. wodce, a takze je-
dzenie artykulow spozywczych (np. ciastek, dzemow,
galaretek owocowych czy przekasek) zawierajacych eks-
trakty z konopi lub nawet olej haszyszowy. Po przyjeciu
doustnym absorpcja THC jest wolniejsza i skutkuje wy-
sokimi stgzeniami 11-OH-THC we krwi wynikajacymi
z metabolizmu THC w efekcie ,,pierwszego przejscia” [9].

THC jest metabolizowany przy udziale tancucha
transportu elektronéw, w sklad ktérego wchodzi cyto-
chrom P450, co prowadzi do wytworzenia aktywnego
11-OH-THC. Dalsza droga metabolizmu prowadzi do di-
i tri-hydroksypochodnych, jak réwniez do powstania
glownego nieaktywnego metabolitu THCCOOH w wy-
niku reakcji utleniania (rycina 2).

Wtasciwosci chemiczne THC wptywaja na jego dys-
trybucje w réznego rodzaju materiatach biologicznych.
W konsekwencji tego THC, 11-OH-THC oraz THCCOOH
sa obecne w mierzalnych st¢zeniach we krwi i wlosach.
THC moze by¢ wykryty w §linie [4, 5, 7], a THCCOOH
w moczu. Cechy charakterystyczne poszczegolnych ma-
terialow biologicznych narzucaja zastosowanie zrozni-
cowanych metod wykrywania i oznaczania THC i jego
metabolitow. Do analizy przesiewowej najczgsciej uzy-
wa si¢ metod immunochemicznych, np. radioimmuno-
logicznych (RIA), immunoenzymatycznych (EIA), im-
munofluorescencji w $wietle spolaryzowanym (FPIA)
oraz immunoenzymosorpcyjnych (ELISA), jak rowniez
chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Jako materiatu
badawczego do analiz przesiewowych uzywa si¢ najczes-
ciej moczu i $lin [11], poniewaz zastosowanie tych ma-
terialow nie wymaga skomplikowanego przygotowania
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probek. Jest takze mozliwe wykonanie takiej analizy
z uzyciem krwi, ale tylko po uprzednim straceniu bialek.
Wylacznie zastosowanie czutych i instrumentalnych me-
tod analizy daje mozliwo$¢ uzyskania dostatecznie wia-
rygodnych i zadawalajacych wynikéw. Takie techniki
stosowane sa do analizy potwierdzajacej, a naleza do nich
przede wszystkim: chromatografia gazowa i cieczowa
(GC, LC) sprzezone z spektrometrig mas lub tandemowa
spektrometria mas (MS, MS-MS). Metody takie wyma-
gaja wieloetapowego przygotowania probek polegaja-
cego na odbiatczaniu, ekstrakcji analitbw z matrycy
biologicznej (wykonywanej z zastosowaniem ekstrakcji
ciecz-ciecz — LLE lub ekstrakcji do fazy stalej — SPE)
a takze derywatyzacji. Wykorzystanie takich procedur
pozwala oznacza¢ THC i jego metabolity w st¢zeniach
rzedu pikograméw [2, 3].

Celem pracy bylo opracowanie czutej metody ozna-
czania THC i jego dwodch gtéwnych metabolitow w $linie
z wykorzystaniem chromatografii gazowej sprz¢zonej ze
spektrometria mas w trybie monitorowania jondw ujem-
nych (GC-MS-NCI). Procedura analityczna byta opra-
cowana na podstawie wcze$niej opisanej metody [6, 8]
oznaczania THC i THCCOOH we krwi i w moczu.

2. Materialy i metody
2.1. Substancje wzorcowe

THC o stgzeniu 1000 pg/ml, 11-OH-THC i THCCOOH
o stezeniu 100 pg/ml w metanolu oraz standardy wew-
ne¢trzne (IS): metanolowe roztwory 9THC-D;, 11-OH-
THC-D; i THCCOOH-D; o stezeniu 100 pg/ml, pocho-
dzity z firmy Cerilliant (LGC Promochem, Warszawa,
Polska).

2.2. Odczynniki chemiczne

Acetonitryl, aceton, octan etylu, n-heksan, chloro-
form, woda destylowana (czystosci do HPLC) pocho-
dzily z firmy Merck (Darmstadt, Niemcy). Odczynniki
do derywatyzacji: 97% pentafluoropropanol (PFP) oraz
99% bezwodnik kwasu trifluorooctowego (TFAA) po-
chodzily z firmy Sigma-Aldrich (Warszawa, Polska). Chlo-
roform (CHCl;), wodorotlenek sodu i kwas solny (o czy-
sto$ci analitycznej lub wyzszej) pochodzily z firmy POCH
(Gliwice, Polska). Wodorofosforan i diwodorofosforan
potasu (o czystosci do analiz, POCH Gliwice) uzyto do
sporzadzenia 0,5 M buforu fosforanowego o pH 6,8. Szkto
uzywane do analiz silanizowano przez zanurzenie
w 5% roztworze Silonu CT, a nastgpnie ptukanie w toluenie
i metanolu po czym suszenic w suszarce w temperatu-
rze 110°C.

2.3. Materiat do opracowania metody

Sling wolna od analitéw ($lina kontrolna) pobierano
od znanych zdrowych ochotnikow, ktérzy nie przyjmo-
wali zwiazkéw bedacych przedmiotem badan. Proby
kontrolne zostaty wykorzystane do opracowania i wali-
dacji metody. Do probek dodawano THC, 11-OH-THC,
THCCOOH w stezeniu 0; 0,25; 0,5; 1; 2; 5; 10; 20 ng/ml
oraz ich deuterowane pochodne: THC-D;, 11-OH-
THC-D;, THCCCOOH-D; w stgzeniu 5 ng/ml. Uzyskano
8 punktowa krzywa kalibracyjna.

Kontrolg doktadnosci metody przeprowadzono, oz-
naczajac dwukrotnie THC w $linie odniesienia Medk
drug® BTM (Medichem, Stuttgart, Niemcy) zawierajacej
znane stgzenie THC — 15 ng/ml w dwoch roznych dniach.

Probki kliniczne w postaci 20 prob krwi i 20 prob $li-
ny pobrane zostaly od 12 pacjentow przyjetych do Kli-
niki Toksykologii Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie z powodu przedawkowania
srodkéw odurzajacych. Probki krwi i §liny byly pobie-
rane réwnocze$nie w chwili przyjecia do kliniki i po
24 godzinach hospitalizacji. Sling pobierano bez stymu-
lacji przez wydzielanie jej do polipropylenowych fiolek,
natomiast krew pobierana byta do probowek zawieraja-
cych heparyng. Po pobraniu probki $liny byly wirowane
i oba rodzaje materialu przechowywano w temperaturze
—20°C do czasu analizy.

2.4. Przygotowanie materiatu

1 ml $liny mieszano kolejno z 5 pl mieszaniny stan-
dardow  wewngtrznych THC-D;, 11-OH-THC-D;
i THCCOOH-D; o zawartosci 1 pg/ml kazdy oraz 1 ml
0,5 M buforu fosforanowego o pH 6,8 w buteleczce o po-
jemnosci 20 ml. Buteleczk¢ kapslowano, probkeg wy-
trzasano za pomoca worteksu przez 1 min, po czym
umieszczano w tazni ultradzwigkowej na 10 min, a nas-
tepnie wstawiono do tazni wodnej o temperaturze 40°C
na 5 minut. Kolejno do buteleczki dodawano kroplami,
stale mieszajac, 4 ml mieszany acetonitrylu z acetonem,
zmieszanych w stosunku objeto$§ciowym 9:1. Probke,
po wymieszaniu przez kilka sekund, wirowano przy
4000 obr./min przez 5 minut. Supernatant dekantowano
do nastepnej buteleczki o pojemnosci 20 ml i zageszcza-
no do objgtosci 1,5 ml przy uzyciu urzadzenia TurboVap
(Zymark) w temperaturze 40°C pod zmniejszonym ci$-
nieniem azotu. Z zatgzonego supernatantu anality ekstra-
howano w uktadzie ciecz-ciecz 5 ml mieszaniny heksan +
octan etylu (7:1, v/v). THC i 11-OH-THC ekstrahowano
ze srodowiska alkalicznego (pH 13, 0,5 ml 2 M NaOH).
THCCOOH ekstrahowano po zakwaszeniu fazy wodnej
(pH 3, 1 ml 1 M HCI). Anality w odparowanych do sucha
ekstraktach poddawano derywatyzacji do THC-trifluo-
roacetylowych (THC-TFA) i 11-OH-THC-trifluoroace-
tylowych (11-OH-THC-TFA) oraz THCCOOH-pentaflu-
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oropropano-trifluoroacetylowych (THCCOOH-PFP/TFA)
pochodnych i analizowano z zastosowaniem metody GC-
MS-NCI. W tym celu do suchej pozostato$ci zawierajace;j
THC i 11-OH-THC dodawano 100 pl TFAA i 100 pl
CHCl;, a do pozostatosci zawierajacej THCCOOH doda-
wano 50 ul PFP i 100 pl TFAA. Proces derywatyzacji
prowadzono przez 30 min w temperaturze 60°C. Po
ochtodzeniu mieszaniny reakcyjnej do temperatury po-
kojowej nadmiar odczynnika derywatyzujacego odparo-
wano do sucha w temperaturze 40°C w strumieniu azotu.
Suche pozostatosci rozpuszczano w 50 pl octanu etylu
i 2 pl probki wstrzykiwano z uzyciem automatycznego
podajnika probek.

2.5. Analiza iloSciowa

Analiza iloSciowa byta prowadzona w trybie monito-
rowania wybranych jondéw (SIM). Wybrano nastgpujace
jony ujemne o m/z: 389,31410,3 dla THC, 392,31413,3
dla THC-D3, 387,31 408,3 dla 11-OH-THC, 390,31411,3
dla 11-OH-THC-D3, 422,3 i 572,3 dla THCCOOH oraz
425,31 575,3 dla THCCOOH-D;. Podstawg identyfikacji
stanowita obecno$¢ dwodch jonéw charakterystycznych
(iloSciowego oraz pomocniczego). OS$miopunktowa
krzywa kalibracyjna wykres§lono, wyznaczajac stosunki
pol powierzchni pikow wzorca i wzorca wewngtrznego
(THC/THC-Ds; m/z 410,3/413,3, 11-OH-THC/11-OH-
THC-Ds; m/z 408,3/411,3 i THCCOOH/THCCOOH- Ds;
m/z 572,3/575,3) w funkcji stosunku znanych st¢zen
wzorca i wzorca wewngtrznego.

2.6. Walidacja metody

Wszelkie obliczenia zostaly wykonane przy stosowa-
niu statej kontroli metody wzorcem wewnetrznym. Sred-
ni odzysk THC, 11-OH-THC oraz THCCOOH ze §liny
wynosit od 50 do 80%. Granica wykrywalnosci (LOD)
i granica oznaczalnosci (LOQ) wynosily odpowiednio
0,25 ng/mli0,5 ng/ml dla THC i THCCOOH, a zakres li-
niowosci (LOL) 0,5-20 ng/ml dla THC, THCCOOH oraz
11-OH-THC. Precyzja wyznaczona w seriach wewnatrz
i migdzygrupowych, wyrazona w RSD, nie przekraczata
24% dla THC i 7% dla THCCOOH. Doktadno$¢ metody
potwierdzono, uzywajac materialow odniesienia Medi-
drug®, ktore stanowily 2 probki $liny zawierajace THC
w stezeniu 15 ng/ml. Do kazdej z prébek zastosowano
dwukrotnie petna procedurg analityczng. Oznaczone stg-
zenia miescity si¢ w podanym przez producenta zakresie
i wynosily odpowiednio: 12,0 + 1,2 ng/ml oraz 11,8 +
0,3 ng/ml. Analizg ilo$ciowa przeprowadzono z wyko-
rzystaniem wzorcow wewngtrznych w postaci deutero-
wanych pochodnych analitow w st¢zeniu 5 ng/ml dla
kazdego zwiazku. Dokonanie pelnej walidacji metody
oznaczania 11-OH-THC w §linie nie bylo mozliwe.
W proébkach sliny wolnych od badanych zwiazkow wy-

stgpowat pik pochodzacy od matrycy biologicznej w ob-
rgbie obszaru elucji 11-OH-THC-TFA. Dlatego tez moz-
liwa byta tylko jako$ciowa ocena obecnos$ci 11-OH-THC
w probkach sliny.

3. Wyniki i ich oméwienie

Opracowana metoda zostata zastosowana do ozna-
czenia THC i THCCOOH w 20 réwnoczesnie pobierany-
ch probkach $liny i krwi. Probki krwi oraz $liny pobrano
od 12 pacjentow, ktorzy zostali przyjeci do Kliniki Tok-
sykologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellon-
skiego z powodu przedawkowania substancji odurza-
jacych. Probki byly pobierane w chwili przyjgcia do
kliniki i po 24 h hospitalizacji.

Przyktad chromatogramu wybranych jonow probki
$liny zawierajacej THC przedstawiono na rycinie 3.

Oznaczone opracowang metoda stezenia THC
i THCCOOH w krwi i §linie pobranej od pacjentow
przedstawiono na rysunkach 4—7. Stgzenia te zmienialy
si¢ w szerokim zakresie. Zrdznicowanie stezen spowodo-
wane byto wieloma czynnikami, a szczegdlnie zalezato
od dawki wypalonego THC, czasu jaki uptynat od wypa-
lenia i czgstosci przyjmowania.

W prébach krwi pobranych przy przyjeciu do kliniki
$rednie (+ SD) stgzenie THC (rycina 4) wynosito 8,48 +
7,09 ng/ml (zakres 0,5-26,4 ng/ml), natomiast po 24 h
stezenia obnizyly si¢ do wartosci 2,73 + 3,02 ng/ml (za-
kres: 0,5-15,3 ng/ml). Stezenie THC w $linie (rycina 5)
wynosito 6,96 + 8,88 (zakres: 0,5-32,5 ng/ml) oraz 1,64
+ 2,37 ng/ml (zakres: 0,5-10,4 ng/ml) w odpowiednim
czasie pobierania probek. Po uptywie 24 godzin od przy-
jecia do kliniki stezenia THC obnizyty si¢ o co najmniej
50% w stosunku do warto$ci poczatkowej az do poziomu
lezacego ponizej LOD zastosowanej metody.

Stosunek stgzen THC we krwi i $linie w chwili przy-
jecia do kliniki wynosit 0,82, a po 24 godzinach hospitali-
zacji 0,60.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze $lina jest przy-
datnym materialem do badan, jezeli jest pobrana po
uptywie krotkiego czasu od przyjgcia Srodka. Jest to
zgodne z wynikami badan wcze$niej opublikowanymi
przez Huestisa i in. [5]. Badacze ci wykazali, Ze czas po-
zostawania THC w §linie i krwi jest podobny, pomimo
powszechnego twierdzenia, ze obecno$¢ THC w $linie
nie jest wynikiem jego wydzielania z krwi. Przydatnos¢
badania sliny na obecnos¢ THC polega na tym, ze bada-
nie to moze shuzy¢, jako wskaznik diagnostyczny, do
orzekania o niedawnym przyjgciu marihuany. THC jest
odktadany w jamie ustnej i pozostaje w niej do 24 godzin
po przyjeciu marihuany. Z badan dotyczacych biernego
narazenia na Cannabis wynikalo, ze analiza §liny na
obecnos¢ THC moze skutkowaé wynikiem pozytywnym
w bardzo krotkim czasie od przerwania narazenia na dym
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z papierosa zawierajacego THC, ale po 1 godzinie od
przerwania narazenia wyniki byly negatywne.

Obecnos¢ THCCOOH stwierdzono w 9 z 10 prébek
krwi, co jest naturalnym skutkiem metabolizmu THC.
Srednie stezenie (£ SD) THCCOOH we krwi (rycina 6)
pobranej w chwili przyjecia do kliniki wynosito 49,24 +
74,35 ng/ml (zakres 0,5-421 ng/ml) natomiast po 24 h
obnizyto si¢ do wartosci 38,13 + 56,19 ng/ml (zakres
0,2-291 ng/ml).

THCCOOH wykryto w $linie tylko jednego pacjenta
(rycina 7) w bardzo niskich stezeniach wynoszacych od-
powiednio 1,97 i 2,0 ng/ml w chwili przyjgcia do kliniki
ipo 24 h. 11-OH-THC zostat wykryty w $linie pobranej
od 2 pacjentow. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
THCCOOH nie wystepuje w §linie, co znajduje potwier-
dzenie w doniesieniach Huestisa i in. [4].

W wielu Zrédlach przytaczane sa wartoSci wyzna-
czonych stezen THC w $linie [10]. Oznaczone w czasie
od 1 h do 72 h od wypalenia papierosa z marihuana stgze-
nia THC wahaty si¢ w zakresie od 0,3 do 216 ng/ml.
W czasie od 15 minut do 1 godziny od chwili wypalenia
stezenia te wynosity od 6 do 684 ng/ml, natomiast w cza-
sie od 1 h do 48 h po doustnym przyjeciu produktéw ko-
nopi stezenia THC w §linie ksztaltowaty si¢ na poziomie
0d 0,12 do 21,3 ng/ml.

Opracowana metoda zostata takze zastosowana jako
metoda odniesienia w procesie sprawdzania czulosci,
specyficznosci i efektywnosci tester6w immunochemicz-
nych, ktore przystano do Instytutu Ekspertyz Sadowych
do certyfikacji. W tym celu przygotowano 2 proby kon-
trolne $liny z dodatkiem odpowiednio THC i THCCOOH
w stezeniu 25 ng/ml. Oznaczone metoda GC-MS-NCI
stezenia wyniosty 24,0 = 4,0 (n = 7) dla proéb zawiera-
jacych THC oraz 26,0 + 4,0 ng/ml (n =4) dla THCCOOH.

Przedstawione zastosowania potwierdzaja przydat-
no$¢ opracowanej metody do réznych zastosowan.

4. Whnioski

Ze wzgledu na fakt, iz stgzenia THC we krwi i w $li-
nie moga szybko obnizy¢ si¢ do poziomow rzedu poje-
dynczych nanogramoéow na mililitr w krétkim czasie po
wypaleniu przetwordw konopi, opracowano czula i nie-
zawodna metodg GC-MS-NCI oznaczania THC, wyklu-
czenia THCCOOH oraz wykrywania 11-OH-THC
w §linie. Uzywajac probki §liny o objetosci 1 ml, wartosci
LOD i LOQ wynosity odpowiednio 0,25 ng/ml i 0,5 ng/ml
dla obu analitdéw, natomiast zakres liniowo$ci wynosit
0,5-20 ng/ml dla THC, THCCOOH jak i 11-OH-THC.

Opracowana metoda moze by¢ z powodzeniem sto-
sowana do oznaczania THC w §linie pobranej od kierow-
cow podejrzanych o prowadzenie pojazdow pod wply-
wem Cannabis.
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