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Abstract

Polish legal regulations, especially those concerning road traffic safety mean that forensic toxicologists are required to perform
qualitative and quantitative analysis of active ingredients of Cannabis, i.e. A’-tetrahydrocannabinol (A’-THC) and its metabolites
in biological specimens. Analytical criteria regarding determination of these compounds in blood are specified in the Decree of
the Minister of Health (Journal of Laws 2003, no.116, item 1106, and Journal of Laws 2004, no. 52, item 524). In this study the
authors presented application of their procedure for determination of A’-tetrahydrocannabinol (A’-THC), as well as its two metabo-
lites, 11-hydroxy-A’-tetrahydrocannabinol (11-OH-A’-THC) and 11-nor-9-carboxy-A’-tetrahydrocannabinolic (THC-COOH)
acid, in ante-mortem and post-mortem blood specimens by means of gas chromatography coupled to tandem mass spectrometry
in electron impact mode (GC-EI-MS-MS). Method validation was performed according to ISO 17025:2005. The limit of detec-
tion (LOD) and limit of quantification (LOQ) were 1 ng/ml for A>~THC and 11-OH-THC, and 5 ng/ml for THC-COOH. The lin-
earity of the method (LOL) was within the 1-50 ng/ml range for 9-THC and 11-OH-THC, and 5-100 ng/ml for THC-COOH.
Inter-assay and intra-assay precision and relative error values were in the range of 6.8-12.3 and 7.0-15.5%, respectively. The
analytes’ extraction recoveries were in the range of 68.7—84.1%. The developed method is illustrated by two examples of analy-
ses of blood specimens (collected ante-mortem and post-mortem) from toxicological practice.
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1. Introduction

Cannabis (hemp) of the drug type, exhibiting can-
nabinomimetic action, makes up the drug group which
is currently most frequently abused all over the world.
There are estimates that in the USA over 20 million
people use Cannabis. The drug scene and drug addic-
tion in Poland reflect those in the West: Cannabis
products together with amphetamine and its deriva-
tives are the most frequently abused compounds (rec-

reational drugs) [6, 7]. 421 compounds belonging to
various chemical groups have been identified in drug-
type Cannabis, but A°-tetrahydrocannabinol (A’-THC)
is the main psychoactive ingredient [3, 9]. However,
from the point of view of toxicological investigations,
besides determination of the main constituent of hemp —
A’-THC, quantification of its active and inactive meta-
bolite, i.e. 11-hydroxy-A’-tetrahydrocannabinol (11-OH-
A’-THC) and 11-nor-9-carboxy-A’-tetrahydrocannabi-
nolic acid (THC-COOH) in blood is also important.
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According to the Penal Code of 1997, 1999 and
2000, it is forbidden to drive a vehicle under the influ-
ence of drugs of abuse. The Petty Offences’ Code of
1997 and The Road Traffic LawAct ban driving a ve-
hicle in a state after using a substance which acts simi-
larly to alcohol. The active component of Cannabis,
A’-THC, as a substance which influences the psycho-
motor skills of a driver and causes their impairment,
meets the definition of a drug of abuse (narcotic agent)
(Art. 178a of the Penal Code; Supreme Court Resolu-
tion issued 27 February 2007), as well as the definition
of an agent acting similarly to alcohol (Decree of the
Minister of Health, Journal of Laws 2003, no. 116,
item 1106, and Journal of Laws 2004, no. 52, item
524). Detection of this agent in a person’s blood indi-
cates that the individual was under the influence of this
drug at the moment of blood sample collection, and
thus he or she could have been under the influence of
this substance at the moment of the accident or crime.

The Decree of the Minister of Health sets require-
ments in respect of the limits of quantification of sub-
stances acting similarly to alcohol in biological
specimens. This imposes on forensic laboratories the
requirement to apply analytical methods that enable
determination of at least 5 groups of psychoactive sub-
stances at concentration levels described in the De-
cree. For A’-THC in blood this limit is 2 ng/ml.

Although medico-legal statistics do not register
deaths due to cannabinoid overdosing, there is a strong
need to determine these compounds in post-mortem
material in fatal cases where the cause of death may be
connected with psychoactive drug abuse, including
cannabinoids. There are reports in which authors point
out the possibilities of medical complications which
may occur in cases with high blood levels of these
compounds, e.g. serious circulation insufficiency lead-
ing to death, most usually of a young individual [1, 2].

Instrumental methods which are used in contempo-
rary analyses of cannabinoids include a broad range of
chromatographic methods coupled to mass spectrome-
try. The most frequently used method is gas chroma-
tography coupled to mass spectrometry equipped with
a single quadrupole analyser with electron impact ion-
isation mode (GC-EI-MS) [4], and also chemical ion-
isation systems that can be either positive or negative
(GC-PCI/NCI-MS) [5, 7]. There is also an application
utilising two-dimensional gas chromatography cou-
pled to a single quadrupole analyser with electron im-
pact ionisation mode (GC-GC-EI-MS) [8].

From among the methods applied in the analysis of
cannabinoids, gas chromatography coupled to tandem
mass spectrometry is increasingly frequently applied,
with a combination of different types of mass

analysers, most frequently the triple quadrupole sys-
tem (QQQ), or three-dimensional quadrupole ion trap
(QIT) [2, 11]. Tandem mass spectrometry is an appro-
priate solution for cannabinoid analysis in blood and
can be successfully applied to reduce biological matrix
effects. Determination of cannabinoids is usually pre-
ceded by the derivatisation process, which is meant to
make an analyte into a volatile derivative, which has
better chromatographic properties compared to the
parent compound.

The choice of a derivatising agent depends on the
ionisation mode. In the case of electron impact and
positive chemical ionisation modes the most suitable
derivatisating agents are: BSTFA with addition of
1%TMCS and MSTFA, converting cannabinoids into
trimethylsilyl derivatives, or TBAH/DMSO and
TMAH/DMSO with iodomethane, converting canna-
binoids into methyl derivatives. In the case of negative
chemical ionisation, trifluoracetic acid anhydrate (TFA)
and pentafluorpropionic acid anhydrate (PFPA) mixed
with 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-propan-2-ol are more of-
ten utilised.

Beside GC-MS, successful application of liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS)
to determination of these compounds is increasingly
frequently described in the scientific literature [10].

In the study, the authors presented application of
their own procedure, demonstrating the applicability
of gas chromatography coupled to tandem mass spec-
trometry in electron impact mode (GC-EI-MS-MS) to
determination of A’-tetrahydrocannabinol and its me-
tabolites — 11-hydroksy-A’-tetrahydrocannabinol and
11-nor-9-carboxy-A’-tetrahydrocannabinolic acid in
blood in the form of trimethylsilyl derivatives. The de-
veloped method was applied to the analyses of two
blood samples — ante-mortem and post-mortem in toxi-
cological expert opinion practice.

2. Materials and methods
2.1. Biological specimen

— Blank blood purchased from the Regional Blood-
Donor and Blood Treatment Centre, Krakow, was
used for development, optimisation and validation
of the analytical procedure of determination of
A’-THC and its metabolites 11-OH-A’-THC and
THC-COOH;

— ante-mortem blood collected from a driver, who
caused a car accident under the influence of can-
nabinoids;
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— post-mortem blood collected from a deceased per-
son who died due to an overdose of amphetamine,
3,4-methylenedioxymetamphetamine (MDMA) and
3,4-methylenedioxyamphetamine (MDA), also tak-
ing Cannabis.

2.2. Standards

(f)—Ag—tetrahydrocannabinol (A’-THC), (-)-A’-te-
trahydrocannabinol-D; (A’~THC-Ds), 11-hydroxy-A°-
tetrahydrocannabinol (1 1-OH-A’-THC), 11-hydro-
xy—A9—tetrahydrocannabinol—D3 (1 1—OH—A9—THC—D3),
(£)11-nor-9-carboxy-A’-tetrahydrocannabinolic acid
(THC-COOH), (£)11 —nor—9—carboxy—Ag—tetrahydrocan—
nabinolic-Dy acid (THC-COOH-Dy) at 0.1 mg/ml in
methanolic solution were purchased from LGC Pro-
mochem (Warsaw, Poland).

2.3. Main chemicals

Acetone and methanol at analytical grade (POCh,
Poland), deionised water LiChrosolv (Merck, Darm-
stadt, Germany), BSTFA with 1% TMCS (Supelco,
Bellefonte, USA).

2.4. Other auxiliary materials

Solid phase extraction column (SPE) LiChrolut
RP-18 E 500 mg bed (Merck, Darmstadt, Germany),
5 ml silanised glass vials (Supelco, Bellefonte, USA),
24 SPE position vacuum device (Varian, USA),
N-EVAP sample evaporator (Organomation Associ-
ates Inc., Berlin, USA) were used.

2.5. Sample preparation

1 ml blood samples were fortified with deuterated
internal standards A’-THC-D;, 11-OH-A’-THC-D,
and THC-COOH-Dy at 20 ng/ml (20 pl in 20 pl metha-
nol), and subsequently diluted with deionised water
(1:5, v:v). Samples prepared in this way were vor-
texed, ultrasonicated and centrifuged. 5.5 ml of the
supernatant (upper layer) was applied onto an octa-
decyl column bed conditioned with 1 ml methanol and
1 ml deionised water. Supernatant was allowed to pass
through the column bed under gravity. The bed was
then rinsed with 1 ml 0.25 M acetic acid water solu-
tion, followed by 2 ml deionised water in two portions.
Afterwards, the bed was dried (30 minutes) under vac-
uum. Elution of cannabinoids was performed using
2 ml of acetone. After evaporation under nitrogen at
40°C, the extracts were derivatised. A derivatising
mixture of BSTFA + 1%TMCS with pyridine (1:1, v/v)

was made. 20 pl of the mixture was added to each vial,
vortexed and transferred to silanised glass vials and
then capped. The derivatisation process was carried
out at 60°C for 15 minutes. 1 ul of the derivatised ex-
tract was injected manually into the injection port of
the GC-MS system.

2.6. Chromatographic separation

Chromatographic separation was carried out on
a Trace gas chromatograph (ThermoElectron, USA)
equipped with a universal non-polar VF-5MS capil-
lary column: 30 m long, inner diameter 0.25 mm and
film thickness 25 pwm (Varian, USA). The carrier gas
was helium, purity 6, with a flow rate 1.2 ml/min. The
gas chromatograph was equipped with a split/splitless
injector, maintained at 280°C. Chromatographic sepa-
ration was performed in a gradient temperature pro-
gramme: 120°C maintained at 0.5 min, increased
linearly at 30°C/min to 230°C, and then again linearly
increased at 15°C/min to 310°C; and maintained at this
temperature for 7 minutes. The transfer line tempera-
ture was set to 280°C.

2.7. Detection

The Polaris Q mass spectrometer (ThermoElec-
tron, USA) was equipped with a quadrupole ion trap
analyser. The detector was operated in the electron im-
pact mode. Ion source temperature was 200°C, fila-
ment emission current was 10 pA, and electron beam
energy was 70 eV. The mass detector operated in
MS-MS mode. The following m/z transmissions were
monitored: 386/371 for A’-THC, 389/374 for
A’-THC-D;, 371/305+289 for 11-OH-A’-THC,
374/308+292 for 11-OH-A’-THC-D;, 488/473+398 for
THC-COOH and 497/479+407 for THC-COOH-D,.
Collision energy for parent ions was 1.5 V for A’-THC,
A’-THC-D;, THC-COOH, THC-COOH-Dy and 1.75 V
for 11-OH-THC and 11-OH-THC-Ds. Ion trap isola-
tion time of the parent ions was 12 ms. Electron multi-
plier voltage was 1450 V.

2.8. Validation

In order to evaluate peaks purity and their selectiv-
ity, a negative control (unfortified with analytes and
internal standards) was prepared. The influence (inter-
ference) of the biological matrix on the elution of
cannabinoids and their deuterated derivatives was
evaluated. In addition, for verification of the declared
concentrations (< 1%) of undeuterated analytes ions,
an unextracted methanolic mixture of internal stan-
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dards IS was analysed in full scan mode. To evaluate
the presence of signals deriving from undeuterated
cannabinoids in MS/MS chromatograms, a negative
control blood sample fortified with IS was analysed too.

A calibration curve was prepared by analysis of
a series of blood samples spiked with 1.0, 5.0, 10.0,
20.0, 50 ng/ml of A’~THC and 11-OH-A’-THC and
5.0, 10.0, 20.0, 50.0, 100.0 ng/ml of THC-COOH, al-
ways carried out together with the case blood samples.
In addition, a series of validation samples was pre-
pared at levels of 0.2, 0.5, 75.0, 100.0 ng/ml for
A’-THC, 11-OH-A’-THC and levels of 1.0; 2.5; 150.0;
200.0 ng/ml, and then analysed as described in chap-
ter 2.5. Validation samples were used for determining
of lower and upper limits of linearity of the developed
method.

The limit of detection (LOD) was evaluated based
on the criterion that it is the lowest concentration giv-
ing signal/noise ratio value > 3 (calculated from peak
area), with peak resolution, shape and relative reten-
tion time (+ 2% of real RT) maintained. The limit of
quantification was based on the definition that it is the
lowest concentration level meeting LOD criteria and
the determined analyte’s concentration is less than
20% of the true concentration.

Evaluation of inter and intra-assay precision was
performed at three defined concentrations of each tar-
get compound, which corresponded to low, medium
and high concentrations on the calibration curve.
Intra-assay precision and the relative error were deter-
mined by analysing one series of 10 replicates at each
concentration level. Inter-assay precision and the rela-
tive error were evaluated by analysing of five series of
5 replicates at each concentration level of the analytes.
For A>-THC and 11-OH-A’-THC, it was 2, 20 and
40 ng/ml, for THC-COOH it was 10, 20 and 40 ng/ml.

The method recovery percentage was calculated as
the ratio of the difference between the mean and true
concentration of the analyte to the mean determined
concentration, multiplied by 100. Precision was ex-
pressed as a percentage relative standard deviation
(%RSD) and was calculated as the ratio of relative
standard deviation to the mean determined concentra-
tion of the analyte, multiplied by 100.

Extraction recovery of analytes was evaluated at
low, medium and high concentration levels (n = 5).
The blood samples were fortified with A>~THC and
11-OH-A’-THC at concentrations of 2, 20 and 40 ng/ml
and THC-COOH at 10, 20 and 40 ng/ml as well as the
appropriate internal standards. Analysis was perfor-
med according to the procedure described in chap-
ter 2.5. Additionally, methanolic solutions of canna-
binoids and internal standards at the same concentra-

tions were extracted. Percentage extraction recovery
was calculated as the ratio of analyte’s signal (peak
area) obtained in blood extraction to the signal ob-
tained in extraction of the methanolic standard solu-
tion, multiplied by 100.

3. Results
3.1. Method validation
Figure 1 shows fragment mass spectra (MS/MS) of

the target cannabinoids obtained during the optimisa-
tion process of the mass detector.
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Fig. 1. MS-MS spectra of A’-THC, A’~THC-Ds, 11-OH-A’-
THC, 11-OH-A’-THC-D;, THC-COOH and THC-COOH-Ds,
respectively.

Full validation of determination of A>~THC and its
two metabolites (11-OH-A’-THC and THC-COOH) in
blood by means of GC-EI-MS-MS was performed in
accordance with ISO 17025:2005 requirements. Blank
blood control samples which were analysed in each se-
ries of validation procedure (n = 6) were free of com-
pounds which might be eluted in the retention times
corresponding to the retention times of A’-THC,
11-OH-THC and THC-COOH as well as their deutera-
ted IS derivatives. Figures 2a, b and c illustrates MS/MS
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Fig. 2a. MS-MS chromatograms of blank control blood ex-
tract.
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Fig. 2b. MS-MS chromatogram of control blood extract
spiked with 20 ng/ml A’-THC-Dj, 11-OH-A’-THC-D; and
THC-COOH-Dy respectively.
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Fig. 2c. MS-MS chromatograms of control blood extract
spiked with 5 ng/ml A’-THC, 11-OH-A’-THC, THC-COOH
and 20 ng/ml A>-THC-Ds, 11-OH-A’-THC-D; and THC-
COOH-D.

chromatograms of control blood samples: a) unspiked,
b) spiked to 20 ng/ml A>~THC -D;, 11-OH-A’-THC-Dj
and THC-COOH-D,, ¢) spiked to 5 ng/ml A’-THC,
11-OH-A’-THC, THC-COOH and 20 ng/ml A’~THC-D;,
11-OH-A’-THC-D;, THC-COOH-Dy. Analysis of the
negative controls performed in each validation series
proved that IS does not contain any target canna-
binoids at a concentration which may generate false
positive results of analysis, especially in the lower
ranges of the calibration curves.

The following linearity ranges for the analytes
were determined: LOQ to 50 ng/ml for A°-THC and
11-OH-A’-THC and to 100 ng/ml for THC-COOH.
Characteristics of the calibration curves are shown in
Table . The evaluated limits of linearity encompassed
blood concentrations found in cases of Cannabis abuse.
There was no observation of carryover effects in nega-
tive controls after analysing of validation samples
spiked with 100 ng/ml of A>~TH and 11-OH-A’-THC
as well as 200 ng/ml of THC-COOH.

Relative error and inter-assay precision of canna-
binoids determination were in the range of 7.7-15.5%
and 6.8-12.3%, respectively. Relative error and intra-
assay precision were in the range of 7.0-15.0% and
7.8-11.3%, respectively (Table II). Relative error and
precision values were acceptable in the field of toxico-
logical analysis of biological material.
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TABLE 1. A°-THC, 11-OH-A’-THC AND THC-COOH® CALIBRATION CURVES PARAMETERS

Analyte LOL Equation () LOD" and LOO*
[ng/ml] of linear regressionb [ng/ml]

A°-THC 1.0-50.0 y=10.05x +0.01 0.999 1.0

11-OH-A’-THC 1.0-50.0 y=10.05x +0.01 0.998 1.0

THC-COOH 5.0-100.0 y=0.05x +0.09 0.998 5.0

%) N =35, ®) Mean value, °) Coefficient of correlation , %) Limit of detection, ©) Limit of quantification.

TABLE II. RELATIVE ERROR AND PRECISION OF SIMULTANEOUS DETERMINATION OF A’-THC, 11-OH-A’-THC AND

THC-COOH IN BLOOD BY GC-EI-MS-MS

Analyte Inter-assay study (n = 10) Intra-assay study (n = 34)

(ng/mi) Mean Relative error  Precision Mean Relative error  Precision
concentration  [%] [%] concentration  [%] [%]
[ng/ml] [ng/ml]

A’-THC

2.0 2.2 10.0 10.6 2.2 10.0 11.3

20 22.1 10.5 9.8 22.8 14.0 10.3

40 43.1 7.7 6.8 42.8 7.0 9.8

11-OH-A’-THC

2.0 2.2 10.0 12.3 2.3 15.0 10.7

20 23.1 15.5 9.7 22.9 14.5 9.0

40 43.1 7.7 8.6 443 10.7 7.8

THC-COOH

10 11.1 11.0 11.8 11.4 14.0 11.0

20 22.8 14.0 8.7 21.5 7.5 9.1

40 441 10.2 7.9 433 8.2 8.5

The developed method gave satisfactory parame-
ters of extraction recovery determined for the three
analytes which had values in the 68.7-84.1% range.
The results are shown in Table III.

3.2. Determination results

The developed method was applied to the analysis
of two ante-mortem and post-mortem blood samples
collected from drivers. The determination results are
shown in Table IV.

4. Discussion
Introduction of legal regulations concerning driv-

ing under the influence of psychoactive substances has
been accompanied by challenges in the analysis of the

drugs listed in these regulations. This concerns to a great
extent the active components of Cannabis sativa. The
significant influence of Cannabis on users’ minds is
connected to the reduction in psychophysical ability of
drivers, inducing behaviour leading to road accidents,
rapes, crimes or causing pathological changes.
Therefore, reliable evaluation of the concentration
of the active hemp component, A’~THC and its metab-
olites in blood is of great importance in toxicological
expert opining. This is linked to the properties of the
main component of hemp — A’-tetrahydrocannabinol.
Its presence in the body causes euphoric states, hallu-
cinations, increases sensitivity to music and noise
stimuli, changes spatial and time perception of reality,
causes motional co-ordination disorder, temporary mem-
ory disorder, slows down learning processes, brings
about panic, short-term fears, confusion and psycho-
sis. For occasional hemp smokers, 2—3 mg of A’-THC
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is sufficient to cause a nice feeling of euphoria, and
one hand-rolled joint can be enough to make as many
as 2 to 4 beginner-smokers “high”. A heavily addicted
person smokes as many as 5— 8 joints a day [3, 9].

TABLE III. EXTRACTION RECOVERY OF THE TARGET
COMPOUNDS

Analyte [ng/ml] Recovery” £ SD [%)]

A’-THC

2.0 84.1+12.1
20 74.8+9.9
40 82.1+7.9
11-OH-A’-THC

2.0 77.1+13.2
20 76.5 + 8.3
40 80.1+9.8
THC-COOH

10 69.5 + 13.7
20 77.1+10.3
40 68.7+7.9

) Extraction recovery evaluated by comparison of results ob-
tained by analyses of extracted and unextracted methanolic
samples.

The main metabolic pathway in the biotransfor-
mation of A’-THC is oxidation of the carbon atom in
position 11 to form 11-hydroxy-A’-tetrahydrocanna-
binol (11-OH-A’-THC), which has activity similar to
A’-THC. 11-OH-A’-THC is transformed to the inac-
tive metabolite 11-nor-A’-tetrahydrocannabinolic acid
(THC-COOH), which binds to glucuronic acid to form
glucuronide. These compounds i.e. THC-COOH and
its glucuronide, are mainly excreted with urine. The
oxidation product of carbon at position 8 of A’-THC,

chﬁ\o

HaC

CsHyq

11-nor-9-carboxylic-A°-THC acid glucuronide

CsHy

CsHyy

8p-hydroxy-A%-THC 8a-hydroxy-A°-THC

Fig. 3. Main metabolic pathways of A’~THC in the body [9].

8pB-hydroxy-A’-THC, has only 4% activity compared
to the parent compound, while 8a-hydroxy-A’-THC,
which differs only in the configuration of the hydroxyl
group, is practically inactive (Figure 3).

Smoking marihuana causes a rapid increase in
A’-THC concentration in plasma, which then de-
creases and after 2—3 hours this compound is undetect-
able. At the same time concentration of THC-COOH
increases and this compound can be detected within
6 hours after consumption.

TABLE IV. THE RESULTS OF CANNABINOIDS DETERMINATION IN BLOOD COLLECTED ANTE-MORTEM AND
POST-MORTEM, PERFORMED BY GC-EI-MS-MS

Case description A’-THC 11-OH-A°>THC  THC-COOH
Concentration [ng/ml]

A 30 years old male caused a road accident. Blood 3.6 1.0 22.2

alcohol analysis — negative. No information on the

profile of drug addiction history.

A 17 years old male died due to an overdose of 7.8 12.9 104

amphetamine, MDMA and MDA. Blood alcohol
analysis — negative. Drug addiction profile — mixed:
amphetamines — Cannabis.
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The metabolic profile of A>~THC in blood differs
depending on the route of administration. Thus for in-
stance after smoking marihuana joints and intravenous
administration of A’-THC, the concentration of the ac-
tive metabolite 11-hydroxy-A’-THC is only 10-15%
of A’-THC, whereas after (oral) ingestion — about
50%. The distinctly higher ratio of A>-THC metabo-
lites concentrations to parent compound in plasma af-
ter ingestion compared to that after intravenous in-
jection is due to A’-THC undergoing the “first pass ef-
fect”, which takes place in the liver prior to reaching
central circulation. That is why active metabolites of
A’-tetrahydrocannabinol: 11-hydroxy-A’-THC and
8p-hydroxy-A’-THC are only to a small extent respon-
sible for the effects which are observed after intrave-
nous and lung route administration of A’~THC, but
may have a significant influence on these effects after
oral ingestion [3, 5, 9].

5. Summary

The presented analytical procedure for simulta-
neous determination of A°~THC and its two metabo-
lites, i.e. 11-OH-THC and THCCOOH, in ante-mortem
and post-mortem blood by means of GC-EI-MS-MS
after prior solid phase extraction (SPE), validated in
accordance with ISO 17025:2005 guidelines, provides
specific and accurate quantification results for can-
nabinoids in blood in the concentration ranges found
in cases of Cannabis consumption. This method en-
ables reduction of biological matrix interference, espe-
cially that originating from post mortem blood sam-
ples, which contain putrefaction products of decay and
autolytical processes.

Such an analytical solution makes the method more
sensitive and increases the reliability of the results of
toxicological analysis. Improving of sensitivity and
selectivity as a result of MS-MS application play
a great role in the analysis of blood samples collected
from drivers for the presence of substances acting sim-
ilarly to alcohol, which are usually present in blood in
low concentrations.

Gas chromatographic methods coupled to mass
spectrometry are applied in the analysis of canna-
binoids in various body fluids — blood, plasma, serum,
saliva or urine. An alternative to GC-MS is liquid chro-
matography coupled to mass spectrometry (LC-MS),
which has recently become increasingly popular in the
analysis of this group of compounds [10]. Tandem
mass spectrometry (MS-MS) has also been used by
other scientists [2, 11] and has been recommended for
determination of cannabinoids in blood.

The developed analytical method was verified by
applying it to two cases that were the subject of toxico-
logical expert reports, the results of which are shown
in Table IV. In the first case, a blood specimen col-
lected from a driver about 1 hour after a road accident
was found to be positive for A’-THC and its two me-
tabolites at levels typical for marihuana smokers. This
result of the analysis indicates that the driver was un-
der the influence of A°-THC at the moment of the acci-
dent. In the other case, A’-THC and its two metabolites
were detected in a blood sample collected from a dead
individual, at a high concentration level. The cause of
death was complex overdosing of MDMA and MDA.
The high concentration of A>~THC and its metabolites,
especially THC-COOH, may suggest frequent Canna-
bis abuse.

Detection of cannabinoids in blood samples ob-
tained from persons with various types of addictions
(opiate, amphetamine and cocaine) is relatively fre-
quent. This is connected with the preferred addiction
profile in Europe and America. As transpires from
medico-legal toxicological opining practice and scien-
tific reports in the field [6, 7], cannabinoids are often
an accompanying factor in opiates and amphetamines
overdoses.
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ANALIZA A’-THC 1 JEGO METABOLITOW: 11-OH-A’-THC I THC-COOH
WE KRWI METODA CHROMATOGRAFII GAZOWEJ SPRZEZONEJ

Z TANDEMOWA SPEKTROMETRIA MAS (GC-MS-MS) DO CELOW
OPINIOWANIA SADOWO-LEKARSKIEGO

1. Wprowadzenie

Konopie (Cannabis) typu narkotykowego o dziataniu
kannabinomimetycznym to grupa obecnie najpopular-
niejszych narkotykow na §wiecie. Szacuje sig, ze w Sta-
nach Zjednoczonych Cannabis uzywa ponad 20 milio-
néw ludzi. Obraz narkomanii w Polsce na tle narkomanii
zachodniej jest bardzo podobny, produkty zawierajace
kannabinole sa — obok amfetaminy i jej pochodnych —
najczgsciej stosowanymi $rodkami odurzajacymi, tzw.
narkotykami rekreacyjnymi [6, 7]. Jakkolwiek w narko-
tykowym typie Cannabis zidetyfikowano 421 substancji
z 18 r6znych grup chemicznych, to podstawowe znacze-
nie ma A’-tetrahydrokannabinol (A’-THC) — gtéwny ak-
tywny sktadnik konopi [3, 9]. Z punktu widzenia opinio-
wania toksykologicznego wazne jest jednakze oznaczanie
we krwi, obok gtownego sktadnika konopi, A’-THC, takze
jego aktywnego i nieaktywnego metabolitu, tj. 11-hy-
droksy-A’-tetrahydrokannabinolu (11-OH-A’-THC) oraz
kwasu 11-nor-9-karboksy-A’-tetrahydrokannabinolowe-
go (THC-COOH).

Na mocy kodeksu karnego z 1997, 1999 1 2000 r. za-
bronione jest prowadzenie pojazdu pod wptywem §rodka
odurzajacego. Kodeks wykroczen z 1997 r. oraz Prawo
o ruchu drogowym zakazuja prowadzenia pojazdow
w stanie po uzyciu $rodka podobnie dziatajacego do al-
koholu. Aktywny sktadnik konopi, A’-THC, jako sub-
stancja oddzialywujaca na sprawno$¢ psychomotoryczna
kierowcy 1 powodujaca jej obnizenie, spetnia definicje
srodka odurzajacego (art. 178a k.k.; uchwata Sadu Naj-
wyzszego z dnia 27.02.2007), jak i srodka dzialajacego
podobnie do alkoholu (rozporzadzenia Ministra Zdrowia
2200312004 r.—Dz. U. 2003, nr 116, poz. 11041 Dz. U.
2004, nr 52, poz. 524). Jego wykrycie we krwi wskazuje,
ze dana osoba znajdowata si¢ pod jego wplywem w chwi-
li pobrania krwi do badania, a w konsekwencji mogta tez
by¢é w podobnym stanie w momencie zdarzenia.

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia stawia wymogi co
do poziomu oznaczalno$ci §rodkéw podobnie dziataja-
cych do alkoholu w materiale biologicznym. Narzuca to
sadowym laboratoriom badawczym wprowadzenie me-
tod analitycznych pozwalajacych na oznaczenie co naj-
mniej 5 grup substancji psychoaktywnych na poziomie
stezen okreslonym w rozporzadzeniu. Dla A’-THC we
krwi poziom ten wynosi 2 ng/ml.

Jakkolwiek statystyki medyczno-sadowe nie rejes-
truja zgonow wskutek przedawkowania kannabinoli, to

istnieje jednak potrzeba oznaczania tych zwiazkoéw
w materiale sekcyjnym w razie zgonu, ktorego przyczyna
moze by¢ powiazana z zazywaniem narkotykoéw czy sub-
stancji psychoaktywnych, w tym kannabinoli. Istnieja
takze doniesienia, w ktorych autorzy zwracaja uwageg na
mozliwo$¢ wystapienia powiklan przy wysokich pozio-
mach tych zwiazkéw we krwi, w tym cigzkiej niewydol-
nosci krazeniowej, mogacych w rezultacie prowadzi¢ do
zgonu najczescie] mlodej osoby [1, 2].

Metody instrumentalne stosowane we wspotczesnej
analityce kannabinoli obejmuja szerokie spektrum metod
chromatograficznych sprz¢zonych ze spektrometrig mas.
Najczesciej stosowana metoda jest chromatografia ga-
zowa sprzg¢zona ze spektrometria mas, wykorzystujaca
pojedynczy analizator kwadrupolowy z opcja jonizacji
elektronowej (GC-EI-MS) [4] czy tez z opcja jonizacji
chemicznej pozytywnej lub negatywnej (GC-PCI/NCI-
MS) [5, 7]. Pojawita si¢ réwniez aplikacja dotyczaca za-
stosowania dwuwymiarowej chromatografii gazowej
sprzgzonej ze spektrometria mas z pojedynczym analiza-
torem kwadrupolowym w opcji jonizacji elektronowej
(GC-GC-EI-MS) [8].

Wsréd metod stosowanych w analizie kannabinoli
coraz czesciej wykorzystuje si¢ chromatografi¢ gazowa
sprzgzona z tandemowa spektrometria mas realizowana
poprzez stosowanie réznego rodzaju analizatorow mas,
najcze¢sciej uktadu potrojnych kwadrupoli (QQQ) czy
trojwymiarowej kawdrupolowej pulapki jonowej (QIT)
[2, 11]. Tandemowa spektrometria mas jest wlasciwym
rozwiazaniem w przypadku analizy kannabinoli we krwi
i z powodzeniem moze by¢ zastosowania w procesie wy-
gaszania matrycy biologicznej. Analiz¢ kannabinoli po-
przedza zazwyczaj proces derywatyzacyjny majacy na
celu przeprowadzenie analitu w lotng pochodna wykazu-
jaca duzo lepsze wlasciwos$ci chromatograficzne od ma-
cierzystej substancji. Wybodr odczynnika derywatyzuja-
cego z reguly zdeterminowany jest wyborem jednego z ro-
dzajow jonizacji. Najczgsciej stosowanymi odczynnikami
w przypadku jonizacji elektronowej oraz chemicznej joni-
zacji pozytywnej sa BSTFA z dodatkiem 1%TMCS
i MSTFA przeprowadzajace kannabinole w trimetylosililo-
we pochodne lub TBAH/DMSO i TMAH/DMSO wraz
z jodometanem, przeprowadzajace kannabinole w mety-
lowe pochodne. W przypadku stosowania chemicznej
jonizacji negatywnej najczgsciej stosowanymi odczyn-
nikami sa bezwodniki kwasu trifluoroctowego (TFA)
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i kwasu pentafluropropionowego (PFPA) w mieszankach
z 1,1,1,3,3,3-heksafluoro-propan-2-olem.

Obok GC-MS, coraz czgéciej pojawiaja si¢ infor-
macje dotyczace zastosowania chromatografii cieczowej
sprzezonej ze spektrometriag mas (LC-MS), ktora z row-
nym powodzeniem moze by¢ stosowana do analiz tej gru-
py zwiazkow [10].

W niniejszej pracy autorzy przedstawili procedure
autorska dokumentujaca mozliwo$¢ zastosowania chro-
matografii gazowej sprz¢zonej z tandemowa spektrome-
tria mas w opcji jonizacji elektronowej (GC-EI-MS-MS)
do oznaczania we krwi A’-tetrahydrokannabinolu i jego
metabolitow — 11-hydroksy-A’-tetrahydrokannabinolu oraz
kwasu 11-nor-9-karboksy-A’-tetrahydrokannbinolowego
w postaci trimetylosilowych pochodnych. Opracowana
metodg zilustrowano na dwodch przyktadach analizy
probek krwi — przyzyciowej i sekcyjnej, pochodzacych
z opiniodawczej praktyki toksykologiczne;j.

2. Materialy i metody
2.1. Materiat biologiczny

Materiat biologiczny stanowita krew:

— kontrolna do opracowania, optymalizacji i walidacji
procedury analitycznej oznaczania A’-THC ijego me-
tabolitow — 11-OH-A’-THC i i THC-COOH;

— przyzyciowa pobrana od kierowcy, ktory spowodo-
wat wypadek, bedac pod wptywem kannabinoli;

— krew sekcyjna pobrana ze zwlok osoby zmartej wsku-
tek przedawkowania amfetaminy oraz 3,4-metyleno-
dioksymetamfetaminy (MDMA) i 3,4-metylenodio-
ksyamfetaminy (MDA). Osoba ta zazywala takze
kannabinole.

2.2. Substancje wzorcowe

Uzyto nastgpujacych substancji wzorcowych:
(-)-A’-tetrahydrokannabinol (A’-THC), (-)-A’-tetrahydr-
okannabinol-D; (A°-THC-Ds), 11-hydroksy-A’-tetrah-
ydrokannabinol (11-OH-A’-THC), 11-hydroksy-A’-te-
trahydrokannabinol-D; (11-OH-A’-THC-D;), (+) kwas
11-nor-9-karboksy-A’-tetrahydrokannabinolowy (THC-
COOH), () kwas 11-nor-9-karboksy-A’-tetrahydrokan-
nabinolowy-Dy (THC-COOH-Dy) o stezeniu 0,1 mg/ml
w metanolu, zakupionych w firmie LGC Promochem
(Warszawa).

2.3. Podstawowe odczynniki chemiczne
Aceton i metanol czystosci cz.d.a. zakupiono w POCh

(Gliwice), wodg dejonizowana w firmie LiChrosolv
(Merck), BSTFA z 1% TMCS pochodzit z firmy Supelco.

2.4. Inne materiaty pomocnicze

Do przeprowadzenia badan wykorzystano takze ko-
lumienki do ekstrakcji do fazy statej (SPE) LiChrolut
RP-18 E o0 masie ztoza 500 mg (Merck), fiolki szklane si-
lanizowane o obje¢tosci 5 ml (Supelco), komora proznio-
wa do ekstrakcji do fazy statej (Varian) oraz ewaporator
N-EVAP do odparowywania probek (Organomation As-
sociates Inc., Stany Zjednoczone).

2.5. Przygotowanie probek krwi

1 ml krwi wzbogacano dodatkiem standardow wew-
netrznych w  postaci  deuterowych  pochodnych
A’-THC-D;, 11-OH-A’-THC-D; i THC-COOH-Dy w ste-
zeniu 20 ng/ml (20 pl w 20 pl metanolu), a nastgpnie
krew rozcienczano woda dejonizowana w stosunku 1:5,
v:v). Tak przygotowane probki worteksowano, podda-
wano dziataniu ultradzwigkow i odwirowywano. Super-
natant w objetosci 5,5 ml nanoszono na zaktywowane
ztoze oktadecylowe 1 ml metanolu, a nastgpnie 1 ml
wody dejonizowanej. Supernatant przepuszczano przez
ztoze pod dziataniem sity grawitacji. Zloze przemywano
kolejno 1 ml 0,25 M wodnego roztworu kwasu octowego,
a nastgpnie 2 ml wody dejonizowanej w dwdch porcjach.
Po zakonczeniu tego procesu ztoze suszono (30 minut)
w pelnej prézni. Elucj¢ kannabinoli prowadzono 2 ml
acetonu. Po odparowaniu w strumieniu azotu eluatow
w temperaturze 40°C, ekstrakty poddawano derywaty-
zacji. W tym celu sporzadzano mieszank¢ derywatyzu-
jaca BSTFA + 1%TMCS z pirydyna (1:1, v/v). Do kazdej
fiolki szklanej dodawano po 20 pl mieszanki, wortek-
sowano i przenoszono do silanizowanej buteleczki szkla-
nej, ktora kapslowano. Proces derywatyzacji prowadzo-
no przez 15 minut w temperaturze 60°C. 1 pl derywatu
nastrzykiwano manualnie do iniektora systemu GC-MS.

2.6. Rozdziat chromatograficzny

Zastosowano chromatograf gazowy Trace (Thermo-
Electron, Stany Zjednoczone) wyposazony w uniwersal-
na, niepolarna kolumng kapilarna VF-5MS o dtugosci
30 m, $rednicy wewngtrznej 0,25 mm i gruboéci filmu
25 pm (Varian, Stany Zjednoczone). Gazem no$nym byt
hel o czystosci 6 przeptywajacy przez kolumng z szyb-
ko$cia 1,2 ml/min. Chromatograf gazowy wyposazony
byt w dozownik typu split/spltless utrzymywany w tem-
peraturze 280°C. Rozdzial chromatograficzny prowadzo-
no w programie gradientu temperatury: 120°C utrzymy-
wano przez 0,5 min, potem nastepowal liniowy wzrost do
230°C z przyrostem temperatury 30°C/min. Nastepnie
temperatura ponownie wzrastata liniowo do 310°C z przy-
rostem 15°C/min i taka byla utrzymywana przez 7 minut.
Temperatura linii transferowej wynosita 280°C.
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2.7. Detekcja

Zastosowano spektrometr mas Polaris Q (Thermo-
Electron, Stany Zjednoczone) wyposazony w analizator
mas typu kawdrupolowej putapki jonowej. Detektor mas
pracowal w trybie jonizacji elektronowej. Temperatura
zrodta jondw wynosita 200°C, prad emisji katody 10 pA,
a energia wiazki bombardujacych elektron6w miata war-
tos¢ 70 eV. Detektor masowy pracowal w opcji MS-MS.
Monitorowano nastgpujace transmisje m/z: 386/371 dla
A’-THC, 389/374 dla A’-THC-Ds, 371/305+289 dla
11-OH-A’-THC, 374/308 + 292 dla 11-OH-A’-THC-Ds;,
488/473 + 398 dla THC-COOH i 497/479 + 407 dla
THC-COOH-Dy. Energia kolizji dla jonéw macierzys-
tych wynosita 1,5 V dla A’-THC, A’-THC-D;, THC-
COOH i THC-COOH-Dy oraz 1,75 dla 11-OH-THC
i 11-OH-THC-D;. Czas izolacji jondw macierzystych
w putapce byt réwny 12 ms. Napigcie powielacza elek-
tronowego wynosito 1450 V.

2.8. Walidacja

Do oceny czystosci pikow i ich selektywnosci przy-
gotowano kontrole negatywna bez dodatku analitow
i standardéw wewngtrznych kannabinoli. Badano mozli-
wy wplyw matrycy biologicznej na obszary elucji kan-
nabinoli i ich deuterowych pochodnych. Dodatkowo
poddano analizie w opcji skanowania pelnego widma
masowego nieekstrahowana metanolowa mieszaning
wzorcow wewngtrznych dla zweryfikowania deklarowa-
nego w niej stgzenia (< 1%) jondéw pochodzacych od nie-
deuterowych analitow. Analizowano rowniez negatywna
probke krwi z dodatkiem wzorca wewngtrznego celem
sprawdzenia, czy jony sa obecne.

Krzywa kalibracyjna przygotowano zawsze w serii
z badanymi probami poprzez analiz¢ serii probek krwi
wzbogaconych odpowiednio 1,0, 5,0, 10,0, 20,0, 50 ng/ml
A’-THC i 11-OH-A’-THC oraz 5,0, 10,0, 20,0, 50,0,
100,0 ng/ml THC-COOH. Dodatkowo przygotowano
seri¢ probek walidacyjnych o stgzeniu 0,2, 0,5, 75,0,
100,0 ng/ml dla A’-THC i 11-OH-A’-THC oraz 1,0; 2,5;
150,0; 200,0 ng/ml, ktore nastgpnie poddano procedurze
jak w rozdziale 2.5. Probki walidacyjne stuzyly do wy-
znaczenia dolnej i gérnej granicy liniowosci opracowanej
metody analityczne;.

Granice detekcji (LOD) metody wyznaczono, opiera-
jac si¢ na kryterium, ze jest ona najnizszym st¢zeniem,
przy ktorym stosunek sygnatu analitu do szumu (wyzna-
czany z pola powierzchni piku) jest < 3 przy zachowanym
ksztalcie i rozdzielczosci piku oraz wzglgdnym czasie re-
tencji (2% rzeczywistego RT). Granicg¢ oznaczalno$ci
metody oparto na definicji, Ze jest to najnizsze stgzenie,
dla ktorego spetnione sa kryteria LOD, a oznaczalno$¢
analitu nie przekracza wartosci + 20% rzeczywistego ste-
zenia.

Precyzje 1 doktadno$¢ zewnatrz- i wewnatrzgrupowa
badano dla trzech zdefiniowanych stgzen kazdego analitu
odpowiadajacych dolnemu stezeniu na krzywej kalib-
racyjnej — srodkowemu i gérnemu. Precyzjg i doktadnosé¢
wewnatrzgrupowa badano w jednej serii w dziesigciu
powtorzeniach dla kazdego zdefiniowanego ste¢zenia. Pre-
cyzj¢ i doktadno$¢ zewnatrzgrupowa wyznaczano w pig-
ciu odrgbnych seriach w pigciu powtdrzeniach dla zdefi-
niowanych stezen analitow. Dla A’-THC i 11-OH-A’-THC
byly to stezenia 2, 20 1 40 ng/ml, dla THC-COOH byly to
stezenia 10, 20 i 40 ng/ml.

Doktadno$¢ metody wyrazono w procentach i kalku-
lowano jako stosunek pomigdzy §rednim a rzeczywistym
stezeniem analitu do $redniego wyznaczonego st¢zenia
analitu pomnozonego przez 100. Precyzj¢ wyrazano jako
procent wzglednego odchylenia standardowego (%oRSD)
i obliczano jako stosunek wartos$ci wzglednego odchyle-
nia standardowego do $redniego wyznaczonego st¢zenia
analitu pomnozonego przez 100.

Wydajno$¢ ekstrakcji analitow byla oznaczona dla
niskiego, $redniego 1 wysokiego st¢zenia (n = 5). Krew
wzbogacono dodatkiem A’-THC i 11-OH-A’-THC w ste-
zeniach 2, 20 i 40 ng/ml oraz THC-COOH 10, 20
i 40 ng/ml oraz odpowiednich standardow wewngtrz-
nych. Przeprowadzono procedurg jak w rozdziale 2.5.
Dodatkowo przeprowadzono ekstrakcj¢ metanolowych
roztwordéw kannabinoli o identycznym stgzeniu wraz ze
standardami wewngtrznymi nieosadzonymi w matrycy
biologicznej krwi. Bezwzgledna wydajnos¢ ekstrakcji
wyrazong w procentach kalkulowano jako stosunek syg-
natu analitu (wyznaczonego z pola powierzchni) uzys-
kanego z probki po ekstrakcji krwi do sygnatu
uzyskanego z probki po ekstrakcji metanolowego roz-
tworu wzorca pomnozonego przez 100.

3. Wyniki
3.1. Walidacja metody

Uzyskane w wyniku optymalizacji pracy detektora
fragmentowane widma mas (MS-MS) kannabinoli przed-
stawia rycina 1.

Przeprowadzono pelng procedur¢ walidacyjna me-
tody oznaczania A’-THC i jego dwéch metabolitow
(11-OH-A’-THC i THC-COOH) we krwi metoda
GC-EI-MS-MS zgodnie z wymogami narzucanymi przez
normg europejska ISO 17025:2005. Probki krwi kontrol-
nej analizowane w kazdej serii walidacyjnej (n = 6) byty
wolne od korelujacych pikéw odpowiadajacych A’-THC,
11-OH-THC i THC-COOH oraz ich odpowiednim deu-
terowym pochodnym wzorca wewngtrznego. Na ryci-
nach 2a, b i ¢ przedstawiono chromatogramy MS-MS
ekstraktéw krwi kontrolne;j: a) bez dodatku, b) z dodatkiem
20 ng/ml odpowiednio: A’>-THC-Ds, 11-OH-A’-THC-D;
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i THC-COOH-D,, ¢) z dodatkiem 5 ng/ml A’-THC,
11-OH-A’- THC i THC-COOH oraz 20 ng/ml A’-THC-D;,
11-OH-A’-THC-D; i THC-COOH-D,. Analiza nega-
tywnych probek krwi w kazdej serii walidacyjnej wy-
kazala, ze wzorzec wewngtrzny nie zawiera istotnych
stezen kannabinoli mogacych generowaé falszywie do-
datnie wyniki analizy, szczegdlnie w dolnych zakresach
krzywych kalibracyjnych.

Dla analitow wyznaczono nast¢pujace zakresy linio-
wosci: LOD/LOQ do 50 ng/ml dla A’-THC i 11-OH-
A’-THC oraz do 100 ng/ml dla THC-COOH. Charak-
terystyke krzywych kalibracyjnych przedstawiono w ta-
beli I. Wyznaczone zakresy liniowosci obejmowaty
zakresy stezen oznaczane we krwi w przypadkach nad-
uzywania produktéw Cannabis. Nie obserwowano efek-
tu pamigci w kontroli negatywnej analizowanej po prob-
kach walidacyjnych z dodatkiem 100 ng/ml A’-THC
i 11-OH-A’-THC oraz 200 ng/ml THC-COOH.

Doktadno$¢ i precyzja zewnatrzgrupowa oznaczen
kannabinoli zawieraty si¢ w zakresach odpowiednio 7,7—
15,5 oraz 6,8-12,3%. Doktadno$¢ i precyzja wewnatrz-
grupowa oznaczen kannabinoli zawieraly si¢ w zakre-
sach 7,0-15,0 oraz 7,8—11,3% (tabela IT). Uzyskane war-
tosci doktadnosci i precyzji sa warto$ciami akceptowal-
nymi w przypadku analizy toksykologicznej materiatu
biologicznego.

Opracowang metodg charakteryzowaly satysfakcjo-
nujace wartosci bezwzglednych wydajnosci ekstrakeji
dla wszystkich trzech analitoéw. Zawieraly si¢ one w za-
kresie 68,7%—84,1%. Wyniki zebrano w tabeli III.

3.2. Wyniki oznaczen

Opracowang metodg zastosowano w analizie dwoch
probek krwi — przyzyciowej i sekcyjnej. Wyniki ozna-
czen zamieszczono w tabeli IV.

4. Dyskusja

Roéwnolegle z wprowadzeniem stosownego ustawo-
dawstwa dotyczacego prowadzenia pojazdéw pod wply-
wem substancji psychoaktywnych pojawity si¢ problemy
zwiazane z analityka narkotykéw zamieszczonych na lis-
tach aktow prawnych. Dotyczy to w znacznym stopniu
aktywnych komponentéw konopi siewnych Cannabis sa-
tiva. Znaczacy wpltyw na sfer¢ psychiczna uzytkowni-
kéw Cannabis wiaze sig¢ z negatywnym wplywem na
obnizenie sprawnosci psychofizycznej kierowcow z ak-
tywowaniem zachowan prowadzacych do wypadkow,
gwaltow, zbrodni, czy tez z mozliwo$cia generowania
zmian chorobowych.

W zwiazku z tak postawionym zagadnieniem, wia-
rygodna ocena zawarto$ci aktywnego skladnika konopi
A’-tetrahydrokannabinolu i jego metabolitow we krwi ma

szczegolne znaczenie dla opiniowania toksykologiczne-
go. U podstaw tego twierdzenia leza wlasciwosci
A’-THC jako glownego aktywnego sktadnika konopi.
Jego obecno$¢ w organizmie wywoluje stan euforii, ha-
lucynacje, podwyzsza wrazliwos¢ na bodzce muzyczne
i hatas, zmienia odbidr przestrzenny i czasowy rzeczy-
wistosci, powoduje zaburzenia koordynacji ruchowej,
zaburza réwniez krotkotrwala pamigé, zwalnia procesy
uczenia si¢, powoduje uczucie paniki, wywotuje takze
krotkotrwate okresy lgku, zmieszania lub psychozy.
U okazyjnych palaczy do wywotania przyjemnego uczu-
cia euforii wystarczy 2-3 mg A’-THC, za$ jednym recz-
nie przygotowanym papierosem, tzw. ,.skretem”, moze
wprowadzi¢ si¢ w stan odurzenia nawet od 2 do 4 po-
czatkujacych palacych. Osoba silnie uzalezniona wypala
do 5-8 ,,skretow” w ciagu doby [3, 9].

Glownym szlakiem metabolicznym w biotransforma-
¢ji A’-THC jest utlenianie wegla 11 z utworzeniem 11-hy-
droksy-A’-tetrahydrokannabinolu (11-OH-A’-THC), kto-
ry wykazuje aktywno$é zblizona do A’-THC. Ulega on
przemianie w nieaktywny metabolit, kwas 11-nor-A’-te-
trahydrokannabinolowy (THC-COOH), ktory z kwasem
glukuronowym tworzy glukuronian. Zwiazki te, tj. THC-
COOH i jego glukuronian, wyst¢puja w moczu w naj-
wigkszych ilosciach. Produkt utlenia A’-THC przy we-
glu 8, 8p-hydroksy-A’-THC, wykazuje ok. 4% aktyw-
nosci zwiazku macierzystego, natomiast 8o-hydro-
ksy-A’-THC, rozniacy sie jedynie konfiguracja grupy hy-
droksylowej, jest praktycznie pozbawiony aktywnosSci
(rycina 3).

Palenie marihuany wywotuje w osoczu szybki wzrost
stezenia A’-THC, ktory nastepnie ulega obnizeniu i po
2-3 godzinach staje si¢ niewykrywalny. Jednocze$nie
wzrasta st¢zenie THC-COOH, ktéory mozna wykry¢
przez okoto 6 godzin.

Profil metaboliczny A°>-THC we krwi rozni si¢ w za-
leznosci od drogi przyjgcia zwiazku. I tak np. po paleniu
papieroséw z marihuany i po dozylnym przyjeciu
A’-THC stezenie aktywnego metabolitu, 11-hydroksy-
A’-THC, stanowi 10-15% stezenia A’-THC, natomiast
po doustnym przyjgciu — okoto 50%. Wyraznie wyzszy
stosunek stezen metabolitow A’-THC do zwiazku ma-
cierzystego w osoczu po doustnym przyjeciu, niz po do-
zylnym, jest wynikiem tzw. ,efektu pierwszego przejs-
cia”, jakiemu ulega A’~THC w watrobie przed dotarciem
do krazenia ogolnego. Dlatego aktywne metabolity A’-te-
trahydrokannabinolu: 11-hydroksy-A’-THC i 8B-hydro-
ksy-A’-THC sa w malym stopniu odpowiedzialne za
efekty obserwowane po dozylnym i doptucnym przyj-
mowaniu A’-THC, natomiast moga w sposob znaczacy
wplywaé na te efekty, gdy jest przyjmowany doustnie
[3,5,9]
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5. Podsumowanie

Przedstawiona w niniejszej pracy analityczna proce-
dura réwnoczesnego oznaczania A’-THC i jego dwoch
metabolitow: 11-OH-THC i THCCOOH we krwi przyzy-
ciowej i sekcyjnej metodg GC-EI-MS-MS po uprzedniej
ekstrakcji materiatu biologicznego do fazy statej (SPE),
zwalidowana zgodnie z wymogami normy europejskiej
ISO 17025:2005, zapewnia specyficzne i doktadne wy-
niki oznaczen kannabinoli we krwi w zakresach stezen
spotykanych w przypadkach uzywania produktow Can-
nabis. Metoda pozwala na redukcj¢ matrycy biologiczne;j
krwi, zwlaszcza sekcyjnej, obcigzonej szczegdlnie sktad-
nikami wytworzonymi w procesach gnilno-autolitycz-
nych. Takie rozwiazanie analityczne podnosi czutos$¢
i selektywnos$¢ metody i tym samym podnosi wiarygod-
no$¢ uzyskanych wynikow analizy toksykologiczne;j.

Podniesienie czulosci i selektywnosci metody po-
przez zastosowanie techniki MS-MS ma réowniez istotne
znaczenie w przypadku analizy krwi pobranej od uczest-
nikéw ruchu drogowego na obecnos$¢ srodka podobnie
dziatajacego do alkoholu, w ktorej analizowane zwiazki
czgsto wystepuja na niskim poziomie st¢zen.

Metody chromatografii gazowej sprz¢zonej z spek-
trometria mas sa stosowane w analityce kannabinoli
w réznych ptynach ustrojowych — krwi, osoczu, surowi-
cy, $linie czy moczu. Alternatywa GC-MS jest chromato-
grafia cieczowa sprzezona ze spektrometria mas
(LC-MY), ktéra w ostatnim czasie zyskuje na popular-
nosci przy analizie tej grupy zwiazkow [10].

Tandemowa spektrometria mas (MS-MS) byla sto-
sowana takze przez innych autoréw [2, 11] i zostata za-
lecona do oznaczen kannabinoli we krwi.

Weryfikacjg¢ rekomendowanej w niniejszej pracy me-
tody przeprowadzono, opracowujac ekspertyzy toksyko-
logiczne w dwoch przypadkach, a wyniki ktérych za-
mieszczono w tabeli IV. W pierwszym przypadku krew
kierowcy pobrano po okoto jednej godzinie po wypadku
i wykazano w niej obecno$é¢ A’-THC oraz jego dwoch
metabolitow na poziomie typowym dla osob palacych
marihuang. Wynik analizy przemawiat za tym, ze
w chwili wypadku kierowca mogt by¢ pod wpltywem
A’-THC, a wynik ten stal si¢ podstawa do orzeczenia
o odpowiedzialnosci karnej kierowcy. W drugim przy-
padku A’-THC i jego dwa metabolity oznaczono we krwi
osoby zmarlej na wysokim poziomie st¢zen. Przyczyna
$mierci byto kompleksowe przedawkowanie amfetaminy
oraz MDMA i MDA. Wysokie stezenia A’-THC i meta-
bolitow, zwtaszcza THC-COOH, sugerowac mogly pro-
blem czgstego naduzywania produktow Cannabis.

Wykrywanie kannabinoli w probkach krwi pobranej
od 0sob uzaleznionych w réznych typach narkomanii
(opiatowej, amfetaminowej, kokainowej) jest stosun-
kowo czeste. Wiaze si¢ to z preferowanym profilem uza-
leznienia w Europie i Ameryce. Jak wynika z praktyki

toksykologicznego opiniowania sadowo-lekarskiego
oraz doniesien na tym polu [6, 7], kannabinole czgsto sta-
nowia czynnik towarzyszacy w przypadkach przedaw-
kowania zarowno opiatow, jak i amfetaminy.
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