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Toksykologia zajmuje si¢ badaniem trucizn oraz ich wptywem na organizmy
zywe. Jako nauka koncentruje si¢ na wilasciwosciach fizycznych i chemicznych
substancji toksycznych, ich fizjologicznych 1 klinicznych efektach dzialania oraz
metodach stuzacych do ich identyfikacji 1 oceny ilo$ciowej w biologicznych i nie
biologicznych materiatach.

Podstawowym celem toksykologii sadowej i klinicznej jest poszukiwanie
zwigzku przyczynowego pomigdzy obecnoscig czynnika toksycznego w ustroju,
a wywotanym przez niego okreslonym efektem biologicznym. Realizacja powyzszego
celu wymaga od toksykologa analityka doboru odpowiedniego materialu badawczego
oraz odpowiednich metod analitycznych. Jednym z najwazniejszych zadan lezacych
w sferze zainteresowania toksykologa sagdowego jest analiza substancji uzalezniajacych,
ktoérych stwierdzana obecno$¢ w organizmie cztowieka tworzy jeden z elementow
opinii sagdowo-lekarskiej. Opinia taka za§ stanowi punkt wyjscia w orzeczeniach
sadowych (wypadki, przestgpstwa), w diagnozach lekarskich os6b w celu powigzania
choroby z przyjmowaniem substancji psychoaktywnych (potocznie narkotykow) oraz
z kontrola koniecznej abstynencji w leczeniu uzaleznien. W opiniach sagdowo-lekarskich
dotyczacych zgonow wykrycie $rodkow odurzajagcych ma zwigzek z orzeczeniem
0 przyczynie Smierci, majgcej powigzanie z historig 1 sposobem zazywania narkotykow.

Ekspertyza toksykologiczna zmierzajaca do identyfikacji 1 analizy ilo$ciowej
ksenobiotykow, jako material biologiczny wykorzystuje przede wszystkim ptyny
ustrojowe — krew 1 mocz w badaniu przyzyciowym, a takze wycinki narzadow
wewnetrznych w badaniu posmiertnym. Te materialy zyskaty miano klasycznych.
Obserwacja kierunkdéw rozwoju toksykologii wskazuje na zainteresowanie takze innymi
rodzajami materialu biologicznego, takimi jak $lina, wlosy, paznokcie, ciatko szkliste
oka, smotka, ktore okresla si¢ jako materiaty alternatywne i obecnie bada si¢ ich
przydatno$¢ dla celow ekspertyzy toksykologicznej w poréwnaniu z materiatami
klasycznymi. Analiza toksykologiczna materialdéw alternatywnych poszerza zakres
ekspertyzy, nadajac jej charakter kompleksowy, a tym samym zwigksza mozliwos$ci
opiniodawcze eksperta z zakresu toksykologii sadowe;.

Przetwory konopi (marthuana 1 haszysz) sga obecnie najpowszechniej
przyjmowanymi $rodkami odurzajacymi na catym $wiecie. Srodki te wzbudzaja
zainteresowanie w kazdej grupie spotecznej i zawodowej, sa tatwo dostepne na rynku
narkotykowym, a prosty sposob ich wprowadzania do organizmu, przez palenie r¢cznie

sporzadzonego papierosa, sprzyja powszechnosci stosowania. Najbardziej aktywnymi
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zwigzkami obecnymi w przetworach konopi sa: A’-tetrahydrokannabinol (THC),
kannabinol (CBN) - wykazujacy 10 % aktywnosci THC, kannabidiol (CBD) —
nieposiadajacy wiasnej aktywnosci, ale modulujacy dziatanie THC i CBN. Metabolizm
THC polega na hydroksylacji do takze aktywnego  11-hydroksy-A’-
tetrahydokannabinolu (11-OH-THC), a nast¢pnie oksydacji do kwasu 11-nor-9-
karboksy-A’-tetrahydrokannabinolu (THCCOOH). Druga droga to podwdjna
hydroksylacja prowadzaca do powstania 8,11-di-hydroksy-A’-tetrahydrokannabinolu
(8,11-di-OH-THC). Zaréwno THCCOOH jak 1 8,11-di-OH-THC s3 zwigzkami
nieaktywnymi biologicznie 1 zostaja wydalone w postaci sprzezonej z kwasem
glukuronowym.

Ze wzgledu na oddziatywanie naturalnych sktadnikéw produktow konopi na
osrodkowy ukltad nerwowy (OUN), sa one objete kontrola prawna, jako $rodki
odurzajace (produkty) i substancje psychotropowe (sktadnik psychoaktywny), zgodnie
z ustawg z dnia 24 kwietnia 1997 r. o przeciwdziataniu narkomanii, z p6zn. zm. oraz
jako $rodki podobnie dziatajace do alkoholu wedtug ustawy z dnia 20 czerwca 1997 r. —
Prawo o ruchu drogowym, z po6zn. zm., kodeksu karnego, kodeksu wykroczen
1 rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia czerwca 2003 r. z pdzn. zm. Penalizowane
jest zatem posiadanie i sprzedaz przetwordw konopi, prowadzenie samochodu po ich
uzyciu, a takze dopuszcza si¢ zaostrzenie kary za spowodowanie wypadku pod
wplywem THC. Ponadto coraz czgsciej zachodzi koniecznos¢ testowania pracownikow
(lekarze, piloci), okreslanych jako grupy szczegodlnego ryzyka, na obecnos$¢ srodkéw
odurzajacych, co jest powszechnie prowadzone w krajach Europy Zachodniej 1 Stanach
Zjednoczonych.

Sktadniki czynne przetworéw konopi wywoluja réznorodne pozytywne albo
negatywne odczucia. Niektore z nich to ogdélne zmniejszenie checi do dzialania,
niezdolno$¢ do pokonywania konfliktow, zamkniecie w sobie, oszotomienie,
dezorientacja, halucynacje i lgki z atakami paniki (psychozy), pasywnos$¢, apatia,
zmeczenie, gonitwa mys$li, zaburzenia zdolno$ci koncentracji, uwagi 1 krytycznego
myS$lenia, zaburzenia poczucia czasu oraz krotkotrwatej pamieci. Dziatanie THC
utrzymuje si¢ dluzej niz wystepuje jego mierzalne stezenie w plynach ustrojowych.

Doznania odczuwane przez palacza trwajg przez trudny do okreslenia czas.
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Wszystkie opisane powyzej przestanki narzucaja konieczno$¢ rozwoju metod
analitycznych umozliwiajacych oznaczenie $rodkow odurzajacych w materiale
biologicznym zabezpieczonym od oséb wykonujgcych odpowiedzialne czynnosci,
a podejrzanych o przyjecie lub bedacych po przyjeciu srodkow modulujacych ich
zachowanie 1 sprawno$¢ psychomotoryczng. Zagadnienia dotyczace analityki
1 interpretacji wynikow analizy $rodkéw uzalezniajacych sa obszernie dyskutowane
w pisSmiennictwie mi¢dzynarodowym, ale badacze stale dazag do uzyskania coraz
wiekszej precyzji oznaczen 1 coraz pewniejszej interpretacji wynikow. Mimo, ze
nowoczesne techniki analityczne stwarzaja ogromne mozliwosci badawcze to
stosowane nieumiej¢tnie moga by¢ zawodne. Dlatego tez wszelkie badania majace na
celu rozw6j metod analitycznych stosowanych w ekspertyzie toksykologicznej maja
ciagle charakter szczeg6lny.

Autor uznal, ze polskie opracowania z tej dziedziny w niewystarczajagcym
stopniu odnosza si¢ do probleméw metodyki badania sktadnikow czynnych konopi.
W wigkszosci sa to artykuly dotyczace analizy tych zwiazkéw w materiale nie
biologicznym lub ttumaczenia z piSmiennictwa anglojezycznego.

Motywem podjecia pracy stala si¢ potrzeba caloSciowego ujecia zagadnienia
w celu optymalizacji stosowanych metod.

Podejmujac problem analityki substancji psychotropowych ograniczono si¢ do
trzech zwigzkéw — macierzystego THC i jego dwoch metabolitow - aktywnego 11-OH-
THC oraz nieaktywnego THCCOOH.

Glownym celem podjetych badan byto opracowanie metody oznaczania tych
zwigzkéw. Do wykrywania, identyfikacji 1 oznaczania tych zwigzkéw opracowano,
zmodyfikowano, scharakteryzowano 1 zwalidowano metod¢ GC-MS-NCI
wykorzystujac techniki faczone - przygotowanie probki w uktadzie posrednim (off-
line), z koncowg technikg oznaczania.

Ponadto opracowang metode zweryfikowano badajac jej zgodnos¢ ze
standardami obowigzujacymi w mi¢dzynarodowej kontroli jako$ci badan.

Charakterystyke metody przedstawiono w powigzaniu z jej zastosowaniem do
rozwigzania konkretnych probleméw analitycznych odnoszac je do czterech rodzajow
ptynow ustrojowych: klasycznych — krwi, surowicy i moczu oraz alternatywnych —

$liny.
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Zdaniem autora takie kompleksowe podejscie realizuje gtowny cel niniejszej
pracy jakim jest dostarczenie toksykologowi analitykowi wtasciwego narzedzia do
oceny:

- trwatosci biologicznie czynnych skladnikéw w plynach ustrojowych podczas
przechowywania,

- stezen substancji psychotropowych we krwi i moczu pobranych od kierowcow,

- stgzen substancji psychoaktywnych we krwi, moczu i $linie pobranych od pacjentow,

- przydatnosci $liny do badania kierowcdéw na obecnos¢ THC,

- urzadzen uzywanych do testowania kierowcow na obecnos$¢ tetrahydrokannabinoli.

Skuteczno$¢ zaproponowanej metody W rozwigzywaniu wymienionych
problemow analitycznych zostata przedstawiona na obszernym materiale dowodowym
1 eksperymentalnym. W pracy zostal tez uwzgledniony bardzo wazny aspekt prawny
zagadnienia, zwigzany z realizowaniem przepisow ustawy — Prawo o ruchu drogowym.

Metode zastosowano do oznaczania wymienionych wyzej zwigzkow
w czterech ptynach ustrojowych (krew, surowica, mocz, S$lina) pobranych od
kierowcow, pacjentow szpitala, poradni leczenia uzaleznien oraz innych o0sob
przyjmujacych te srodki. Pozwolilo to na ocen¢ przydatnosci konkretnego materiatu do
badan oraz diagnostyki uzaleznien. Ustalenie rodzaju zwiazkéw wystepujacych
w $linie, krwi 1 moczu przyczynilo si¢ do wlasciwej interpretacji wynikow badan tych
materialdw metodami immunochemicznymi, ktére pozwalaja na wykrywanie calej
grupy kannabinoli, a nie konkretnego zwiazku. Jest to szczegolnie istotne przy badaniu
kierowcéw w miejscu powzigcia podejrzenia, ze prowadzi samochod pod wplywem
srodka psychoaktywnego. Jednym z mozliwych w tej sytuacji materiatdw do pobrania
jest $lina, a wigkszos$¢ przeciwcial stosowanych w analizatorach §liny jest bardziej czuta
dla THCCOOH niz dla THC. Przydatno$¢ materiatu do badan wykazano przez
oznaczanie objetych badaniami zwigzkow w réznych materiatach pobranych
rownocze$nie. Wyznaczenie stezen THC 1 11-OH-THC w rownocze$nie pobranych
probach §liny, krwi i/lub moczu w trzech odstepach czasu (0, 4, 12 lub 24 h) moze
postuzy¢ do okreslenia, czy pochodza one od ostatniego przyjecia $rodka odurzajacego
jakim sg przetwory konopi, czy tez pozostajg w tych materiatach w zwiagzku z jego
czegstym przyjmowaniem, a nawet moze stanowi¢ probe oszacowania przedziatu czasu
w jakim nastapito ostatnie przyjecie przetworu konopi.

Ze wzgledu na zlozono$§¢ matryc biologicznych oraz niskie ste¢zenia

tetrahydrokannabinoli w tych materialach metodami z wyboru do ich wykrywania,
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identyfikacji 1 oznaczania sg techniki chromatografii gazowej sprzezone ze
spektrometrig mas, a przygotowanie probki nastepuje przez wieloetapowe oczyszczanie
1 zatezanie z wykorzystaniem ekstrakcji do fazy statej (SPE) oraz przeksztalcanie
w pochodne analitéw obecnych w probkach (derywatyzacje). Badania prowadzone byty
z wykorzystaniem chromatografu gazowego sprzezonego ze spektrometrem mas
z ujemng jonizacja chemiczng (GC-MS-NCI). Przedstawiong w niniejszej pracy metode
rozwijano korzystajac z wlasnych doswiadczen z wczesniej opracowang i opublikowang
metoda oznaczania THC we krwi z wykorzystaniem GC-MS.

Opracowanie metody rozpocz¢to od optymalizacji procesu konwersji
chemicznej analitow (derywatyzacji), ktory jest jednym z wazniejszych etapow procesu
przygotowania proby do analizy szczegdlnie z wykorzystaniem techniki GC-MS.
Modyfikacja analitow, czyli przeprowadzanie ich w rézne pochodne, zapewnia ich
lepszy rozdzial chromatograficzny, zrdéznicowanie widm masowych, podwyzszenie
sygnatu analitycznego, co prowadzi do obnizenia LOD i LOQ, oraz niejednokrotnie
termiczng trwalo$¢ analizowanych zwigzkow. Najbardziej zadawalajaca okazata sig
procedura przeprowadzenia analitow w lotne pochodne fluorowe weglowodorow.
Zastosowanie jednej mieszaniny derywatyzujacej dla trzech objetych badaniami
zwigzkow nie spehito oczekiwan. Reakcja derywatyzacji z fluorowymi pochodnymi
kwasow organicznych 1 bezwodnikow kwasowych wymaga calkowicie bezwodnego
srodowiska. W przeciwnym wypadku nastgpuje szereg reakcji konkurencyjnych
1 tworzenie pochodnych nie zachodzi. Wykorzystano DMF, ktéry ma zdolnosci do
wigzania wilgoci w $rodowisku reakcji. Nie wykazano jednak przydatnosci
zastosowania tego zwigzku w tym etapie procedury. W badaniach wstgpnych stosowano
bromek pentafluorobenzylowy w polaczeniu z aming diizopropyloetyloaming. Taka
mieszanina wykorzystywana przez niektorych badaczy nie wymagata stosowania
zamknietych naczyn 1 wysokiej temperatury. Niestety przeprowadzenie derywatyzacji
wedtug opublikowanej procedury nie przyniosto spodziewanych rezultatow w postaci
zadawalajacej intensywnosci pikow pochodzacych od pochodnych
tetrahydrokannabinoli. Anality - THC, 11-OH-THC 1 THCCOOH - byty
przeprowadzane w pochodne za pomocg bezwodnika kwasu trifluorooctowego (TFAA),
chloroformu oraz TFAA 1 pentafluoropropanolu.

Zastosowano metod¢ SPE, pozwalajaca uzyskaé¢ wyzsza wydajnos¢ izolacji
analitow z matrycy biologicznej. Rozszerzono zakres stosowalnosci o izolacj¢ 11-OH-

THC. Do ekstrakcji analitéw wykorzystany byl aparat prozniowy do SPE firmy J.T.
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Baker i kolumienki Strata-E C;g firmy Phenomenex o objetosci 3 ml oraz ilosci zloza
200 mg. Sa to kolumienki uniwersalne, na ktérych mozna prowadzi¢ ekstrakcje
z szerokiego zakresu pH. Optymalizacj¢ izolacji prowadzono w celu opracowania
jednej metody ekstrakcji trzech analitéw z wszystkich objetych badaniami materiatow
biologicznych. Przeprowadzono optymalizacje rodzaju i sktadu eluentéw shuzacych do
oczyszczania ztoza kolumienki z =zanieczyszczen, a takze zbadano wplyw
modyfikatorow kwasowo-zasadowych na elucje analitow ze zloza. Do oczyszczania
ztoza stosowano mieszaniny odczynnikéw o rdznej polarnosci, tj. roztwoér etanolu we
wodzie, kwas octowy, wode, wodorowgglan sodu i aceton. Do desorpcji analitow
sprawdzono przydatno$¢ mieszanin heksanu, octanu etylu z wodnym roztworem
amoniaku lub TEA dla frakcji zawierajacej THC 1 11-OH-THC oraz mieszanin heksanu
z octanem etylu 1 kwasem octowym lub mréwkowym dla frakcji zawierajacej
THCCOOH. Z eksperymentu wynika, ze optymalnym eluentem dla THC i 11-OH-THC
okazala si¢ mieszanina heksanu z octanem etylu i TEA 7:1:0,5 (v/v/v). Piki miaty
najwigksze powierzchnie i symetryczny ksztatt. Dla THCCOOH najlepsza mieszaning
okazal si¢ heksan z octanem etylu i lodowatym kwasem octowym zmieszane
w stosunku objetosciowym 7:1:0,05. Zbadano takze, jaka objeto$¢ eluentu potrzebna
jest do catkowitego wymycia zaadsorbowanego analitu ze ztoza. Ustalono, ze
optymalng objetoscia jest 6 ml dla frakcji zawierajacej THC 1 11-OH-THC oraz 4,5 ml
dla frakcji zawierajacej] THCCOOH. Wykazano takze, ze kluczowym elementem dla
otrzymania wysokich intensywnos$ci sygnatoéw dla THCCOOH jest przemycie ztoza
kolumienki po elucji THC 1 11-OH-THC mieszaning heksanu z octanem etylu, co
ufatwiatlo jego wysuszenie. Przy ustalonej temperaturze (40°C) badano wplyw
warunkoéw odparowania eluatow na tazni wodnej - w strumieniu azotu oraz powietrza —
na wydajnos¢ procesu przygotowania probki. Ze wzgledu na utlenianie THC oraz 11-
OH-THC nie jest mozliwe odparowanie ich w strumieniu powietrza. W przypadku
THCCOOH nie zauwazono réznic w odparowaniu w atmosferze powietrza i azotu.
Jednym z podstawowych kryteri6w opracowywania metody byto osiggnigcie
jak najnizszych LOD analitow, z czym wigze si¢ czystos$¢ ekstraktow. Z drugiej strony
mnozenie etapow procedury przygotowania probki powoduje straty analitu. Aby zbada¢
przydatno$¢ wszystkich etapéw procedury, sprawdzono czy ominigcie niektorych
z nich wptywa znaczaco na koncowe wyniki. Przy koniecznos$ci skrdcenia czasu analizy
mozliwe jest ominigcie procesu strgcania bialek z uzyciem mieszaniny acetonitrylu

z acetonem dla moczu, §liny oraz surowicy bez zmiany ksztattu linii bazowej (poziomu
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szum6w) pochodzacej od tta. Nie zmienia si¢ takze intensywnos$¢ pikow pochodzacych
od analitow.

THCCOOH jest wydalany z organizmu w postaci sprzezonej z kwasem
glukuronowym. Potaczenie kwasu glukuronowego z THCCOOH nastepuje za pomoca
wigzan typu estrowego. Wykazano, ze potaczenia te w czasie przechowywania proby
moczu ulegaja hydrolizie uwalniajac wolny THCCOOH. W przedstawianych badaniach
wartosci stgzen wolnego THCCOOH zmienity si¢ z okoto 1 ng/ml, wyznaczonego tuz
po pobraniu préby, do 14,8 ng/ml po trzech miesigcach jej przechowywania.
Wyznaczenie zatem matych warto$ci stezen wolnego THCCOOH w moczu nie
wskazuje na niskie st¢zenie glukuronidu THCCOOH w tym materiale. W celu
potwierdzenia tego stwierdzenia mocz poddawano hydrolizie r6znymi metodami, ktére
prowadzity do rozerwania wigzah mig¢dzy reszta kwasu glukuronowego a THCCOOH.
Zastosowano hydroliz¢ enzymatyczng z uzyciem glukuronidazy wyosobnionej
z E. Coli, glukuronidazy wyosobnionej z Helix Pomatia oraz glukuronidazy
z arylosulfatazg a takze hydrolize alkaliczng w dwdéch réznych warunkach (z inkubacja
w podwyzszonej temperaturze i1 bez inkubacji). Wykazano, ze w probie moczu
zawierajace] 14,75 ng/ml wolnego THCCOOH po zastosowaniu optymalnej
1 najczesciej stosowanej hydrolizy przy uzyciu glukuronidazy z arylosulfatazg catkowite
jego stgzenie osiagneto warto$¢ 120 ng/ml. Powyzsze wyniki narzucaja zatem
toksykologowi analitykowi konieczno$¢ zdefiniowania czy wyznaczat stezenie
wolnego, czy catkowitego THCCOOH. Stwierdzenie to mozna réwniez uog6lni¢, bo
odnosi si¢ do innych zwigzkow, ktoére wystepuja w organizmie 1 wydalajg si¢ w postaci
metabolitow sprz¢zonych z kwasem glukuronowym.

Metoda zostata zwalidowana. Okreslono glowne parametry walidacyjne takie
jak LOD i1 LOQ, LOL, precyzja i doktadno$¢ oraz selektywno$¢ (w rozumieniu wptywu
gléwnie matrycy biologicznej, czyli czynnikow pochodzenia endogennego) oraz
specyficznos¢ (obejmujac czynniki endogenne 1 egzogenne, czyli substancje najczgsciej
towarzyszace THC, 11-OH-THC i THCCOOH), a takze trwalo$¢ analitow podczas
przechowywania.

Opierajac si¢ na obliczeniach stosunku pola powierzchni sygnalu do szumu
wyznaczono LOD dla THC, 11-OH-THC 1 THCCOOH w czterech rodzajach materiatu
biologicznego. Wartosci LOD wynosity: dla THC 0,25 ng/ml we krwi, w surowicy,
moczu i $linie; dla 11-OH-THC 5 ng/ml we krwi i w surowicy oraz 2 i 2,5 ng/ml

odpowiednio w $linie 1 moczu. LOD dla THCCOOH wyznaczono na poziomie
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0,25 ng/ml we krwi i w moczu, 2,5 ng/ml w surowicy oraz 0,5 ng/ml w $linie. Warto$ci
LOQ wynosity dla THC 0,5 ng/ml we wszystkich czterech materiatach, dla 11-OH-
THC 10 ng/ml we krwi 1 w surowicy oraz 4 1 5 ng/ml odpowiednio dla $liny i moczu.
DIla THCCOOH wartosci LOQ wyznaczono na poziomie 0,5 ng/ml we krwi i w moczu,
5 ng/ml w surowicy oraz 1 ng/ml w §linie. LOL obliczony na podstawie krzywych
kalibracyjnych miescit si¢ w zakresie od LOQ do 20 ng/ml dla THC i 11-OH-THC
w krwi, $linie, surowicy i moczu, natomiast od LOQ do 100 ng/ml dla THCCOOH we
krwi i od LOQ do 200 ng/ml w moczu. Opracowana metoda pozwala oznacza¢ THC we
krwi do co najmniej 6 h od przyjecia, po ktérych jego stezenie obniza si¢ do warto$ci
ponizej 2 ng/ml oraz do oznaczania THCCOOH w przypadkach pojedynczego (lub
okazjonalnego) oraz chronicznego przyjmowania THC. THCCOOH charakteryzuje si¢
dlugim biologicznym okresem poéttrwania we krwi wynoszacym okoto 6 dni, co
powoduje, ze u regularnych palaczy ulega kumulacji w organizmie. Jego stezenia
powyzej 40-55 ng/ml krwi $wiadcza o regularnym przyjmowaniu THC, a stezenia
THCCOOH ponizej tego przedzialu wskazuja na okazjonalne przyjmowanie
przetworéw konopi. Metoda okazata si¢ zbyt mato selektywna do oznaczania 11-OH-
THC, ktory jest aktywnym metabolitem THC, ale warto$¢ jego stezenia jest najczescie]
dwa razy mniejsza niz THC, a przy maksymalnym stezeniu THC 1 11-OH-THC, czyli
krotko po zakofczeniu palenia, nawet 20 razy. Stezenie 11-OH-THC moze wskazywac
na droge przyjecia poniewaz wigksze stezenia tego zwiazku wystepuja w organizmie po
doustnej konsumpcji przetworow konopi.

Potwierdzono doktadnosci 1 precyzje metody. Dokladno$¢ wyznaczono na
podstawie analizy materiatow certyfikowanych oraz materiatow kontrolnych, do
ktérych dodawano znane st¢zenia wzorcow substancji objetych badaniami. Wynosila
ona powyze] 95% dla THC i zawierata si¢ w granicach od 94,6 do 119,3% dla
THCCOOH. Nie wyznaczano doktadnosci dla 11-OH-THC. Precyzja wyznaczana na
roznych poziomach stezeh nie przekraczata 3,4% dla THC we krwi oraz 5,2%
w surowicy, natomiast dla THCCOOH miescita si¢ ponizej 2,7% dla wszystkich
badanych materiatéw biologicznych.

Selektywnos$¢ 1 specyficznos¢ zostata potwierdzona przez analizg¢ prob krwi,
surowicy, §liny 1 moczu wolnych od objetych badaniami zwigzkdéw, czyli materialow
kontrolnych pochodzacych od co najmniej pigciu 0sob. Dalej przez analize materiatow
referencyjnych Medidrug, zawierajacych obok THC i THCCOOH inne zwiazki
(amfetamina, MDMA, MDE, benzoiloekgonina, morfina, kodeina) objete kontrolg
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prawng oraz przez analiz¢ proéb krwi kontrolnej, do ktérej dodano mieszaning
17  $rodkéw  psychoaktywnych i1  lekoéw  (amfetamina,  metamfetamina,
metylenodioksymetamfetamina (MDMA), kokaina, kodeina, kokaetylen,
benzoiloekgonina, morfina, metadon, tramadol, diazepam, nordiazepam, ketamina,
kwas y-hydroksymastowy (GHB), promazyna, doksepina i difenhydramina), ktore sa
najczesdciej przyjmowane lacznie z THC, a tym samym wspotwystepuja z THC
1 THCCOOH w organizmie. Nie stwierdzono interferencji matrycy ptynéw ustrojowych
oraz wyzej wymienionych 17 zwigzkow na wyniki oznaczania THC i THCCOOH,
a zatem wykazano specyficzno$¢ metody.

Opracowang metode zastosowano do analizy 199 prob krwi i 78 prob moczu
pobranych od kierowcoéw. W 75 probach krwi nie oznaczono THC w stezeniu powyzej
LOQ, natomiast we wszystkich probach wykazano obecnos¢ THCCOOH. Wszystkie
proby, w ktorych stezenie THC wynosito powyzej 2 ng/ml, zakwalifikowano jako
dodatnie, zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 11 czerwca 2003 roku.
Oznacza to, ze osoba w czasie pobrania materiatu miala w organizmie psychoaktywny
THC, czyli byla pod jego dzialaniem. Wyniki te zostaly wykorzystane do opracowania
opinii w sprawach dotyczacych prowadzenia samochodu po uzyciu srodkow podobnie
dziatajacych do alkoholu, czyli wykazania famania przepisOw ustawy — Prawo o ruchu

drogowym na potrzeby postgpowania sagdowego.

0,5-1 1-2 23 34 45 56 6-7 7-8 89 9-10 10-1111-1212-13 13-14 14-15 15-

Rozktad stgzen THC [ng/ml]

Ryc. 1. Rozktad stezen THC wyznaczonych w prébach krwi pobranych od kierowcow
(n=124).
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Ryec. 2. Rozktad stezen THCCOOH wyznaczonych w probach krwi pobranych od
kierowcow (n =199).
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Ryc. 3. Rozktad stezen THCCOOH oznaczonych w probach moczu pobranych od
kierowcodw (n = 78).

Wyznaczona warto§¢ LOQ na poziomie 0,5 ng/ml dla THC we krwi
w opracowanej metodzie pozwala na raportowanie wyniku jako dodatni od co najmniej
I ng/ml 1 wprowadzenie takiej granicy analitycznej dla metod stosowanych do
oznaczania tego zwigzku w organizmie kierowcow jest obecnie postulowane. Stusznos$¢
tego postulatu potwierdza rozktad stezen THC wyznaczonych we krwi kierowcow.
U co trzeciego kierowcy wyznaczone st¢zenie THC bylo w granicach od 1 do 2 ng/ml.

Bardzo istotnym problemem w opiniowaniu dla celow sagdowych jest ustalenie

czasu ostatniego przyjecia srodka psychoaktywnego jakim jest THC, szczegdlnie u oséb



-12-

czesto uzywajacych przetwory konopi. W literaturze ['*] zaproponowano dwa modele
matematyczne do szacowania czasu ostatniego przyjecia THC. W modelu 1 jako
glowny wskaznik przyjeto stezenie THC w osoczu, a w modelu 2 stosunek stgzen
THCCOOH/THC w tym materiale. Na podstawie szczegétowo zaplanowanego
eksperymentu (kontrolowane palenie jednego lub dwodch papierosow marihuany
o znanej zawartosci THC (2,64% wagowych), standaryzowane: liczba zaciagnigC,
przedziaty czasu pomie¢dzy nimi, okres palenia oraz znany czas jaki uplynat od
wypalenia do pobrania materiatu, a takze wyznaczone stezenie THC 1 THCCOOH w
osoczu wykazano, ze model 1 byt bardziej przydatny do predykcji czasu jaki uptynatl od
ostatniego palenia marihuany przez okazjonalnie i czg¢sto palagcych, ale okazatl si¢ mato
dokladny u os6b doustnie przyjmujacych kannabinole. Szacowanie czasu ostatniego
przyjecia kannabinoli, obliczonego przy zastosowaniu modelu 2 i poréwnanego ze
znanym rzeczywistym czasem jaki uptynatl od palenia do pobrania materiatu, byto
bardziej zadawalajace dla rzadko palacych i konsumentéow droga doustng, a mniej dla
chronicznych palaczy. Najbardziej doktadne szacowanie czasu uzyskano z kombinacji
obu modeli. Dla 717 probek osocza obliczony czas ostatniego przyjecia byt w 99%
zgodny z rzeczywistym przy zalozonym 95% przedziale ufnosci. 0,9% obliczonych
czasOw bylo przeszacowane, a nie otrzymano wartosci niedoszacowanych.
W przedstawianych badaniach zastosowano wymienione modele do oszacowania
nieznanego czasu przyjecia kannabinoli przez kierowcow, w ktorych krwi wyznaczono
stezenia THC 1 THCCOOQOH. Jako kryterium predykcji czasu przyjeto zgodnos¢ wartosci
uzyskanych z obu modeli matematycznych. Wykazano zgodno$¢ tylko w 12 ze 124,
czyli w 10%, przypadkéw. Obliczone czasy, wedlug obu modeli, zawieraly si¢
w granicach od lh do okoto 6h (5,78h), przy czym odchylenia standardowe
1 procentowe wspotczynniki zmiennos$ci byty bardzo male, bo zmienialy si¢ w zakresie
odpowiednio: SD - 0 —-0,23 ng/ml i1 CV - 0 —4,0%. W czterech przypadkach obliczony
czas ostatniego przyjecia kannabinoli przekraczat 4 h (4,10 — 5,78h), czyli byl dluzszy
niz przy opracowywaniu modeli matematycznych (4 h). Nalezy doda¢, ze
u 12 kierowcow, u ktdrych zdotano wyznaczy¢ czas ostatniego przyjecia kannabinoli

stezenia THC zmieniaty si¢ w granicach od 0,75 do 8,03 ng/ml, a stezenia THCCOOH

" Huestis M., Barnes A., Smith L., Estimating the time of last cannabis use from plasma A’-
tetrahydrocannabinol and 11-nor-9-carboxy-A’-tetrahydrocannabinol concentrations, Clin. Chem., 2005,
51:2289-2295,

% Huestis M.A., Henningfield J.E., Cone E.J.: Blood cannabinoids. II. Models for prediction of time of
marijuana exposure from plasma concentrations of A’-tetrahydrocannabinol (THC) and 1-nor-9-carboxy-
A’-tetrahydrocannabinol (THCCOOH), J. Anal. Toxicol., 1992, 16: 283-290
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od 18,71 do 32,53 ng/ml. Wyznaczonym krotkim czasom ostatniego przyjecia
kannabinoli (1,11 — 1,88h) towarzyszyty wyzsze stgzenia THC (3,77 — 8,03 ng/ml) we
krwi kierowcéw. Stezenia THCCOOH (18,71 — 32,53 ng/ml) wyznaczone u tych
12 kierowcow wskazujg raczej na okazjonalne przyjmowanie przetworow konopi, bo
nie przekraczajg granicy 40 — 55 ng/ml. Wyzsze stezenia THCCOOH (43,77 — 365,5
ng/ml) wyznaczono u 26 (21%) ze 124 kierowcow, u ktorych we krwi wykazano
obecnos¢ zarowno THC jak 1 THCCOOH. Te grupe kierowcow nalezatoby zaliczy¢ do
czesto uzywajacych przetwory konopi. Mata liczebno$¢ zgodnych wynikow nie daje
podstaw do rekomendacji wprowadzenia do praktyki eksperckiej szacowania czasu
ostatniego przyjecia kannabinoli wg opublikowanych modeli matematycznych.

Nalezy nadmieni¢, na co dlugo nie zwracano nalezytej uwagi, ze stezenie THC
w surowicy (1 osoczu) jest wieksze niz we krwi. Stosunek stezen THC krew/surowica
najczesciej przyjmuje wartos¢ 0,55. Poniewaz podczas przechowywania tego ptynu
ustrojowego, réwniez w niskiej temperaturze, krwinki czerwone ulegaja hemolizie, to
po pewnym czasie nie jest mozliwe oddzielenie czystej surowicy. Wedlug
ogolnoswiatowych rekomendacji wlasciwym materiatem do badan dla celow sadowych
jest krew a nie surowica, co od dawna znajduje odzwierciedlenie w polskich przepisach
prawnych, np. rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z 2003 r.

W 78 probach moczu wyznaczone stgzenia THCCOOH byty w przedziale od
0,7 do 204,1 ng/ml. W zadnej z tych préb nie stwierdzono obecnosci THC. Nie
przeprowadzano hydrolizy moczu zatem wyniki dotycza stezenia wolnego THCCOOH,
a nie catkowitego. W obecnym stanie wiedzy interpretacja wyniku analizy moczu na
obecno$¢ tetrahydrokannabinoli dla celow sadowych jest bardzo ograniczona. THC
wydala si¢ z moczem w postaci THCCOOH, ktory jest nieaktywny. Ogdlnie przyjmuje
si¢, ze wykazanie THCCOOH w moczu wskazuje na wprowadzenie do organizmu THC
w blizej nieokreslonym czasie poprzedzajagcym pobranie proby do badan. Ani obecnos¢
tego zwigzku w moczu, ani warto$¢ jego stezenia nie daje podstaw do wnioskowania
o przyjetej dawce, czasie konsumpcji a takze o oddziatywaniu przyjetego THC na
organizm.

Wielu badaczy podejmowato proby wykazania wigkszej przydatnosci wynikow
analizy moczu dla celéw sadowych. W probach moczu sporadycznie i1 chronicznie
przyjmujacych nie wykazano dotychczas wolnego THC 1 11-OH-THC, tak jak

w dyskutowanej pracy. Z dostepnego pismiennictwa wiadomo, ze jedynie Manno i wsp.
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[*] konkludowal, iz stezenie THC w moczu powyzej 1,5 ng/ml moze sugerowaé
przyjecie przetwordw konopi do 8 h poprzedzajacych pobranie materiatu do badan,
a stezenie 11-OH-THC obniza si¢ bardzo szybko. Koncowy jednak wniosek
z wyzej cytowanych badan byl zgodny z ogdlnie przyjetym. W innych badaniach
wykazano, ze w pierwszych 8 h od jednorazowego wypalenia produktow konopi
sprzezony THCCOOH nie wystgpowal w moczu, podczas gdy u chronicznych
konsumentow glukuronid THCCOOH byl obecny. Dlatego tez okres wykrywania
THCCOOH w moczu zalezy nie tylko od przyjetej dawki, ale i czgstosci przyjmowania
THC oraz od zdolnosci zastosowanej metody do jego oznaczana. W przeciagu 4-6 dni
stezenie THCCOOH, zaréwno wolnego jak i sprz¢zonego z kwasem glukuronowym,
w probach moczu chronicznie przyjmujacych obniza si¢ do warto$ci wykrywanych
u sporadycznych konsumentéw. Opracowang metoda mozna oznacza¢ (LOQ - 0,5
ng/ml) ten zwigzek w moczu. Stezenia THCCOOH ponizej 5 ng/ml we krwi, a tym
bardziej w moczu powinny by¢ interpretowane z duza ostroznos$cig poniewaz sg
uznawane za niskie, szczegolnie jezeli dotycza ustalania obecnosci srodkéw podobnie
dziatajacych do alkoholu w organizmie kierowcy.

Powyzsze stwierdzenie nie dotyczy przypadkow, w ktorych konieczne jest
monitorowanie abstynencji. Regularna analiza probek moczu jest gtowng metoda
kontroli pacjentdow objetych programami detoksykacyjnymi, terapia substytucyjna
1 odwykowa. Jezeli okres miedzy kolejnymi kontrolnymi badaniami jest dtuzszy niz 2-3
dni to stezenie THCCOOH moze obnizy¢ si¢ do bardzo matych wartosci. Fakt ten jest
wykorzystywany przez pacjentow wyzej wymienionych programéw 1 czesto dochodzi
do statego, lecz dobrze zaplanowanego uzywania narkotykoéw. Ponadto, falszowanie
probek moczu przez dawce jest w tych przypadkach duzym i czgsto spotykanym
problemem. Dlatego wiele czynnikéw wpltywa na stezenie i okres wykrywania
metabolitu THC w moczu. Czynnikami tymi s3: rodzaj metody zastosowanej do analizy
materiatu, wymieniona powyze] cz¢sto$¢ przyjmowania przetworéw konopi, czas jaki
uptynat od przyjecia do pobrania materialu do badan, budowa ciala, rozcienczenie i/lub
zafalszowanie  proby moczu przez dawce. W  odréznieniu od metod
immunochemicznych opracowana metoda, ze wzgledu na swojg specyficznose,

eliminuje problem falszowania proby moczu przez zwigzki egzogenne. Uzyskany

3 Manno J., Manno B., Kemp P., Alford D., AbukhalafI., Mc Williams E., Hagaman F., Fitzgerald M.,
Temporal indication of marijuana use can be estimated from plasma and urine concentrations of delta9-
tetrahydrocannabinol, 11-hydroxy-delta9-teteahydrocannabinol, and 11-nor-delta9-tetrahydrokannabinol-
9-carboxylic acid, J. Anal. Toxicol., 2001, 25: 538-549
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wynik nie daje jednak podstaw do wykluczenia mozliwosci rozcienczenia proby moczu.
Rozcienczenie proby moczu rozpoznawane jest przez wyznaczenie st¢zenia kreatyniny
w tym materiale 1 odniesienie uzyskanej wartosci do jej zakresu stezen normatywnych.
Co wigcej, Huestis i Cone wykazali w 1998 roku, co do dnia dzisiejszego jest jednym
z kryteriow rozrdzniania ostatniego przyjecia przetworéw konopi od wydalania
pozostato$ci metabolitow z poprzednich przyjeé, ze jezeli stosunek stgzenia THCCOOH
do stezenia kreatyniny jest wigkszy o 50% od znormalizowanej wartosci 0,5 w probie
moczu pobranej w odstepie 24 godzinnym, to wskazuje na nowe przyjecie przetworow
konopi. Wyznaczanie st¢zenia kreatyniny w moczu jest praktykowane w przypadkach
klinicznych, natomiast nie jest wykonywane w laboratoriach toksykologii sadowe;j
z wielu powodow, ktorych dyskusja wykracza poza zakres niniejszych badan.

Ztozonym problemem dla toksykologa sadowego jest ustalenie jak dlugo
przyjety THC i jego metabolity moga by¢ wykrywane w ptynach ustrojowych. Ramy
czasowe pomiedzy przyjeciem Srodka a pobraniem materialu do badan majg istotne
znaczenie w ekspertyzie toksykologicznej zmierzajacej do wykluczenia lub
potwierdzenia mozliwosci ekspozycji organizmu na ksenobiotyk oraz w celowosci
podjecia badan toksykologicznych. W celu ustalenia jak dtugo tetrahydrokannabinole
mozna wykry¢ w plynach ustrojowych oznaczano THC 1 THCCOOH w tych
materiatach pobranych od pacjentéw hospitalizowanych w Klinice Toksykologii CM UJ
w Krakowie. Na wszystkie badania dotyczace pacjentow uzyskano zgod¢ Komisji Etyki
Collegium Medium Uniwersytetu Jagiellonskiego. Zaplanowana liczebnos¢ w kazdej
grupie pacjentow byta wieksza, ale rzadko dochodzito do hospitalizacji osoby, ktora
przyjela jedynie przetwory konopi, a ponadto wyrazita zgode¢ na udziat w badaniu.

W pierwszym eksperymencie oznaczano THC i THCCOOH u 10 os6b
przyjetych do Kliniki Toksykologii w chwili przyjecia na oddziat oraz po 24 h
hospitalizacji w prébach krwi 1 $liny pobranych réwnoczesnie. U wszystkich
10 pacjentow w chwili przyjecia na oddziat wykryto we krwi THC 1 THCCOOH
w stezeniach powyzej LOQ, co wskazuje, ze przyjeli $rodki odurzajace w postaci
przetworé6w konopi. Dla Zadnego z tych pacjentow nie zdolano ustali¢ podczas
wywiadu lekarskiego czasu 1 czestosci uzywania przetworéw konopi. Wyznaczone
stezenia THCCOOH we krwi tych osob byty niskie, co moze wskazywac na nieodlegle

przyjecie lub sporadyczne przyjmowanie przetwordéw konopi.
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Ryc. 4. Zmiany st¢zenia THC w krwi 10 pacjentéw Kliniki w chwili przyjecia oraz po
uplywie 24 h.
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Ryec. 5. Zmiany stgzenia THCCOOH w krwi pacjentéw Kliniki w chwili przyjecia oraz
po uptywie 24 h.

W  $linie wykryto THC u 6 pacjentow natomiast THCCOOH
u 2 z nich w stezeniach nieprzekraczajacych 2 ng/ml. Jest to zgodne z wynikami
dotychczas opublikowanymi w dostepnym pismiennictwie. Moore i wsp. [*] wykazali
obecnos¢ THCCOOH w plynie z jamy ustnej u czesto uzywajacych marihuane na
poziomie 50-150 pg/ml. Po 24 h hospitalizacji stezenia obu zwigzkow we krwi
zmalaty, czyli THC 1 THCCOOH ulegly wydaleniu. Stoi to w zgodnos$ci z ogolnie

przyjetymi ustaleniami o szybkiej eliminacji THC z organizmu, ktéra prowadzi do

* Moore C., Coulter C., Rana S., Vincent M., Soares J., Analytical procedure for the determination
marijuana metabolite 11-nor-A’-tetrahydrocannabinol-9-carboxylic acid in oral fluid specimens, J. Anal.
Toxicol., 2006, vol. 30: 409-418
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obnizenia jego stg¢zenia do warto$ci ponizej 2 ng/ml po uplywie 4-6 h od przyjecia.
U zadnego pacjenta nie oszacowano czasu przyjecia kannabinoli przy zastosowaniu
dwoch modeli matematycznych, przyjmujac jako kryterium zgodnos$¢ obliczonych

warto$ci.
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Ryc. 6. Zmiany st¢zenia THC w $linie 10 pacjentow Kliniki w momencie przyj¢cia na
oddziat oraz po uptywie 24 h.

2,5

BO0h B24h

0,5

Ryc. 7. Zmiany st¢zenia THCCOOH w $linie 10 pacjentéw Kliniki w momencie
przyjecia na oddzial oraz po uptywie 24 h.

Przy zdarzeniach drogowych (wypadek, zderzenie, rutynowa kontrola kierowcy)
materiat do badan jest pobierany po uptywie jakiego$ czasu od zaistnienia zdarzenia.
Opracowanie opinii dla celow sadowych wymaga wypowiedzenia si¢ w jakim stanie byt
kierowca w chwili zdarzenia, a nie pobierania krwi do badan. Uptyw czasu od zdarzenia

do pobrania ma szczegdlne znaczenie dla THC ze wzgledu na jego szybka dystrybucje
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juz w czasie palenia, krétki biologiczny okres péttrwania wynoszacy 1,4 h, a co za tym
idzie szybka eliminacje z organizmu. Na podstawie wyznaczonych stezen THC,
w zakresie 1,43 - 5,36 ng/ml w probach krwi 5 pacjentéw Kliniki pobranych przy
przyjeciu oraz po 1 1 3 h hospitalizacji stwierdzono, ze stezenie THC obnizato si¢
srednio o 18,2% jego wartosci poczatkowej w kazdej godzinie. W ciagu 3 h
wyznaczone w granicach 14-120 ng/ml stezenie THCCOOH wzrastato §rednio o 39%
warto$ci poczatkowej. Sredni spadek stezenia THC w czasie 3 h wyznaczony w tych
badaniach byl wolniejszy od wyznaczonego na podstawie empirycznej krzywej
eliminacji THC 1 przyblizonej (szacowanej) eliminacji z Wwyznaczonym
wspotezynnikiem 0,6561 na godzing [°]. Zmiany stezenia THC w czasie zostaly
oszacowane na 35% spadek poczatkowego stezenia tego zwigzku w kazdej godzinie,
pod warunkiem, ze poczatkowe stezenie nie zostalo wyznaczone wcze$niej niz po

uptywie 1 h od wypalenia.

> Hargutt V., Kriiger H-P., Knoche A., Driving under the influence of alcohol, illicit drugs and medicines.
Risk estimations from different methodological approaches, EU Project DRUID, 2011, WP1.3,
Deliverable 1.3.1
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Ryc. 7. Zmiany stezenia THC oraz THCCOOH w krwi pacjentow Kliniki w chwili
przyjecia oraz po uptywie 113 h.

W celu ustalenia rodzaju zwigzkoéw wystepujacych w réznych materiatach oraz
oceny zmian stezen tych zwiazkow w funkcji czasu oznaczano THC, 11-OH-THC
1 THCCOOH w réwnoczesnie pobranych trzech ptynach ustrojowych. Proby §liny, krwi

1 moczu pobrano od 6 pacjentéw przy przyjeciu na oddziat oraz po 4 i 12 h
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hospitalizacji. Wyznaczone st¢zenia tych zwigzkow byly zalezne od rodzaju materiatu,
a ich wartosci nie byly duze bo miescily si¢ w granicach od 0,53 do 3,54 ng/ml przy
przyjeciu na oddzial. Zmiany stgzen w czasie rowniez przebiegaly bardzo
indywidualnie. U czterech pacjentow wykazano THC we krwi po 12 h. 11-OH-THC we
krwi wykazano takze u czterech pacjentéw tylko w chwili przyjecia na oddzial, a jego
stezenia byly wyzsze od LOD a nizsze od LOQ. Dlatego raportowano tylko wynik
jakosciowy. Uzyskane wyniki potwierdzity brak przydatnosci opracowanej metody do
oznaczania 11-OH-THC. W zZadnej probce $liny nie wykazano obecnosci 11-THC-OH
i THCCOOH. Jest to zgodne z wczesniej wysunietym stwierdzeniem, ze THCCOOH
wystepuje w $linie w stezeniach rzedu pikograméw. W dostepnym pi§miennictwie nie
znaleziono danych odno$nie wykrycia 11-OH-THC w tym materiale,
najprawdopodobniej zwigzek ten nie wystgpuje w §linie. Wyznaczone st¢zenia
THCCOOH w moczu przyjmowaly wartosci dwu i trzycyfrowe. Wszystkie proby
moczu, szczegblnie pobrane przy przyjeciu, byly poddawane badaniom na obecno$é

THC i dla wszystkich uzyskano wynik ujemny [°].

% Manno J., Manno B., Kemp P., Alford D., AbukhalafI., Mc Williams E., Hagaman F., Fitzgerald M.,
Temporal indication of marijuana use can be estimated from plasma and urine concentrations of delta-9-
tetrahydrocannabinol, 11-hydroxy-delta9-teteahydrocannabinol, and 11-nor-delta9-tetrahydrokannabinol-
9-carboxylic acid, J. Anal. Toxicol., 2001, 25: 538-549
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Ryc. 9. Zmiany stezenia THCCOOH we krwi i moczu pacjentdw Kliniki Toksykologii.

Podsumowujac badania ré6znych ptyndéw ustrojowych mozna stwierdzi¢, ze krew
jest najlepszym materiatem do wnioskowania o oddzialywaniu THC na organizm
ludzki. Slina spelnia kryteria materiatu alternatywnego dla krwi w przypadkach
koniecznos$ci przebadania duzej liczby osoéb w krotkim czasie. Sposob pobrania §liny

jest nieinwazyjny w zwigzku z czym mozna jg pobra¢ w kazdym miejscu, a ponadto
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mozna kontrolowa¢ caty proces pobierania tego materiatu. Takie postgpowanie nie jest
mozliwe dla moczu. Badanie §liny pozwala na szybka selekcje 0s6b nieprzyjmujacych
1 przyjmujacych przetwory konopi. Dodatni wynik badania $liny metodami
immunochemicznymi dla celow sagdowych musi by¢ potwierdzony przez analize krwi.
Przyjmuje si¢, ze okres wykrywania THC w $linie i we krwi jest poréwnywalny.
Stezenia THC w $linie moga by¢ wyzsze z wielu powoddéw. Jednym z nich jest
zaleganie statych drobin suszu po wypaleniu recznie robionego papierosa. Ponadto §lina
charakteryzuje si¢ bardzo zr6znicowang lepkoscig, dlatego wnioskowanie o stezeniu
THC we krwi po wyznaczeniu jego stezenia w §linie, korzystajac ze wspodtczynnika
konwersji, czyli stosunku stgzen $lina/krew, jak to ma miejsce dla krwi i surowicy,
powinno by¢ traktowane jako warto$¢ orientacyjna. W celu porownania stezen THC
(1 innych substancji psychoaktywnych) we krwi 1 w §linie lub szacowania st¢zenia THC
w §linie z wyznaczonego we krwi obliczono réwnowazniki stezen. Wedtug tych badan
stezeniu 1 ng/ml THC we krwi odpowiada 27 ng/ml tego zwiazku w $linie ['].

Opracowang metode zastosowano takze do oznaczania THCCOOH w S§linie
kontrolnej stosowanej do certyfikacji czterech przeno$nych urzadzen do analizy $liny na
obecnos¢ $rodkow podobnie dziatajacych do alkoholu. Do prob kontrolnych $liny
dodawano THCCOOH w stezeniu 50 ng/ml oraz inne zwiazki, ktorych stezenia,
wyrazone w ng/ml, podano w nawiasie. Byly to: metylenodioksymetamfetamina (200),
benzoiloekgonina (200) 1 estazolam (20). Mimo zwiazkéw towarzyszacych,
wymienionych w rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z 2003 r. z poézn. zm., precyzja
oznaczen (mierzona RSD) nie przekraczata 6%.

W badaniach wykazano niestabilno§¢ THC w roztworach wzorcow w czasie
dhlugotrwatego uzywania i przechowywania. Po roku uzywania i przechowywania tego
samego roztworu wzorcowego THC jego st¢zenie zmalalo o okoto 50%. Wskazuje to
na konieczno$¢ czestej kontroli roztworow wzorcOw 1 codzienne uzywanie
podstawowych roztworéw wzorcoéw z niewielkiej objetosci.

Przeprowadzono szereg dlugotrwatych eksperymentéw dotyczacych wptywu
warunkow, zwlaszcza temperatury i czasu przechowywania materiatu biologicznego na
wyniki oznaczania THC i THCCOOH. Matryca biologiczna jest bardzo ztozona,

a procesy gnilno-rozkltadowe moga powaznie zaburzy¢, a czasem uniemozliwié

" Verstraete A., Knoche A., Jantos R., Skopp G., Gjerde H., Vindenes V., Morland J., Langel K.,
Lillsunde P., Per se limits — methods of defining cut-off values for zero tolerance, EU Project DRUID,
2011, WP 1.4, Deliverablel.4.2,
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przeprowadzenie oznaczania, a tym samym wiarygodnej interpretacji wynikow analizy
toksykologicznej krwi. Dla rozpoznania tego zagadnienia wykonano ekstrakcje zgodna
z opracowang procedurg przygotowania materialu celem uzyskania tta biologicznego
obecnego we krwi $wiezo pobranej ze stacji krwiodawstwa oraz przechowywanej
w temperaturze -20°C przez okres od 1 miesigca do 5 lat. Porownywano przebieg
chromatograméw w celu stwierdzenia pojawiania si¢ pikow interferujagcych z THC
1 THCCOOH, co mogloby sugerowa¢ btednie dodatnie wyniki. Zaobserwowano
wysoka zmiennos$¢ tla biologicznego, ktéra w przypadku materialu przechowywanego
przez 1,5 oraz 5 lat moze znaczaco wptyna¢ na koncowy wynik analizy. Szczegdlnie
w ekstraktach dla THC na chromatogramach pojawily si¢ piki o czasach retencji
bliskich temu zwigzkowi. Wzrosta takze wysokos$¢ linii bazowej, co oznacza, zZe
ekstrakcji ulegata duzo wigksza liczba zanieczyszczen, ktoére powodowaly thumienie
sygnatu analitycznego.

Podobne proby przeprowadzono dla moczu. W celu przeprowadzenia badan
pobrano proby moczu od 5 oséb. Proby przechowywane byly w zamrazarce
(w temperaturze -20°C) przez okres 6 miesiecy. Na poczatku eksperymentu oraz co
2 miesigce, proby poddawano ekstrakcji 1 analizie pod kontrola THCCOOH-D3
(20 ng/ml), w celu okreslenia czasoéw retencji pikdw pochodzacych od tworzacego si¢
1 wzrastajacego tla. W miar¢ wydluzania si¢ czasu przechowywania materialu na
chromatogramach catkowitego pradu jonowego pojawiaty si¢ nowe piki, a pik od IS
zmienial swojg intensywnosc.

Badano réwniez wplyw temperatury pokojowej na przechowywanie prob krwi
zawierajacych tetrahydrokannabinole w niskich st¢zeniach. W trzydniowym
eksperymencie polegajacym na analizie probek, do ktorych dodano THC, 11-OH-THC
oraz THCCOOH w stezeniu 1 ng/ml wykazano, ze juz w drugim dniu warto$¢ sygnatu
dla THC i THCCOOH spadia zauwazalnie. W trzecim dniu przechowywania wykrycie
1 oznaczenie bylo praktycznie niemozliwe. Badania te wskazuja, zZe czas
przechowywania materiatu do badan powinien by¢ jak najkrotszy. Niska temperatura
spowalnia procesy gnilno-rozkladowe, ale ich nie eliminuje catkowicie. Material
biologiczny po dostarczeniu do laboratorium jest przechowywany w $cisle okreslonych
warunkach. Warunki transportu sa poza wszelka kontrola, dlatego czas przesylania
materiatu biologicznego do badan powinien by¢ skrécony do koniecznego minimum,
szczegblnie dla kannabinoli, ktore sg relatywnie niestabilne. Potwierdzaja to wykazane

powyzej zmiany matrycy biologicznej, obnizenie si¢ stezenia THC i THCCOOH we
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krwi po dwodch dniach przechowywania oraz zmiany stezen metabolitow sprzezonych
w moczu. Na niestabilno§¢ kannabinoli podczas przechowywania zwrocili uwage
rowniez inni badacze. Istotne obnizenie stezenia (okoto 22% warto$ci poczatkowe))
THCCOOH wykazano w moczu przechowywanym w temperaturze pokojowej przez 10
dni. Mniejsze straty (okoto 8%) zaobserwowano przy przechowywaniu probek moczu w
temperaturze lodowki (+3°C) przez 4 tygodnie. Znaczgce S$rednie — 8%, 16%
1 20% - obnizanie si¢ stgzenia THCCOOH wystgpowato réwniez przy zamrozeniu
(-20°C) probek przez odpowiednio 40 dni, 1 rok i 3 lata. Okoto 5% spadek wartosci
stezenia poczatkowego przypisano zmniejszeniu si¢ rozpuszczalnosci THCCOOH
1 procesowi absorpcji tego zwigzku, a takze THC na $Sciankach pojemnikow, w ktorych
byly przechowywane materiaty zawierajace oba zwiazki. W innych badaniach obnizanie
si¢ stezenia THCCOOH ttumaczono czg$ciowo procesem jego dekarboksylacji, a takze
dziataniu bakterii i grzybéw obecnych w moczu. Zakwaszenie prébek moczu do pH
5 podwyzszato stabilno$¢ kannabinoli w tym materiale. Uwalnianie si¢ THCCOOH
z potaczen z kwasem glukuronowym byto bardzo zréznicowane i nie mozna catkowicie
zapobiec tym procesom hydrolizy. Bez wzgledu na to probki plynow ustrojowych do
badan na obecno$¢ tetrahydrokannabinoli powinny by¢ przechowywane w stanie
zamrozenia, w temperaturze co najmniej -20°C.

Procesy absorpcji na powierzchni szkta laboratoryjnego i utleniania podczas
analizy eliminuje si¢ lub znacznie ogranicza przez uzywanie silanizowanych naczyn
1 prowadzenie procesow odparowywania ekstrahentow w strumieniu azotu.

Niniejsze badania upowazniaja do sformutowania wnioskow, ktore
przedstawiono ponize;.

1. Opracowano metod¢ rownoczesnego wykrywania 1 oznaczania dwoch
tetrahydrokannabinoli, tj. aktywnego - A’-tetrahydrokannabinolu (THC)

i nieaktywnego - 11-nor-9-karboksy-A’-tetrahydro-kannabinolu (THCCOOH)

w czterech plynach ustrojowych, czyli we krwi, w moczu, surowicy 1 $linie,

wykorzystujac najnowsze zdobycze wspotczesnej chemii analitycznej, tj.

techniki taczone i1 sprzezone, czyli przygotowanie probki przez ekstrakcje do
fazy statej (SPE) potaczong z oznaczaniem technikg chromatografii gazowej
sprzezonej ze spektrometrig mas w trybie ujemnej jonizacji chemicznej (GC-

MS-NCI). Metoda nie jest odpowiednia do oznaczania 11-hydroksy-A’-

tetrahydrokannabinolu  (11-OH-THC) w objetych badaniami  ptynach

ustrojowych.
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Integralng czg$cig opracowania metody jest jej optymalizacja 1 walidacja, a wigc
zgodnos¢ ze standardami obowigzujacymi w migdzynarodowej kontroli jakosci
badan, co zostato wykazane.

Metode zastosowano do badan probek krwi i moczu pobranych od kierowcow
dla celow sadowych, czyli do wykazania lamania przepiséw ustawy - Prawo
o ruchu drogowym. Metoda okazata si¢ przydatna do wnioskowania o obnizenie
progoéw analitycznych w rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z 2003 roku.

U 10 % badanych kierowcow (12 z 124) oszacowano czas ostatniego przyjecia
przetworow konopi zgodnie z opublikowanymi modelami matematycznymi.
Nalezy zaznaczy¢, ze to zagadnienie pozostaje w dalszym ciggu tematem
kontrowersyjnym i wymaga dalszych badan.

Wyznaczanie stezenia THCCOOH we krwi pozwala na wnioskowanie
0 czestosci przyjmowania przetwordw konopi, weryfikacj¢ prawdziwosci
wyznaczonego niskiego st¢zenia THC oraz wstgpnie dodatniego wyniku badania
krwi uzyskanego metodami immunochemicznymi.

Analiza prob moczu pobranych od 78 kierowcdéw pozwolita na wykazanie
ograniczonej warto$ci wyniku analizy moczu na obecno$¢ tetrahydrokannabinoli
dla celéw sadowych.

W grupie pacjentow hospitalizowanych po przyjeciu przetworow konopi
wykazano jakie zwigzki wystepuja w rownoczesnie pobranych probach krwi,

sliny 1 moczu.

. Zmiany stezen THC 1 THCCOOH w funkcji czasu w poszczegolnych ptynach

ustrojowych charakteryzowaty si¢ duza zmienno$cig osobnicza, ale nie daja
podstaw do zaniechania przeprowadzenia analizy toksykologicznej na obecno$é
tetrahydrokannabinoli nawet w czasie 24h hospitalizacji osoby podejrzanej
0 przyjecie przetworow konopi.

U hospitalizowanych pacjentow w okresie trzygodzinnym stezenie THC
obnizato si¢ $rednio o 18% wartosci poczatkowej, a stezenie THCCOOH
wzrastalo $rednio 0 39%.

Przemiany jakim ulegaja tetrahydrokannabinole podczas przechowywania
ptyndéw ustrojowych, interferencje poszczegolnych sktadnikéw 1 ich mieszanin
z matryca biologiczng, obecno$¢ produktow metabolizmu i rozktadu przyjetych
produktow 1 plyndow ustrojowych oraz artefakty analityczne stwarzaja

koniecznos¢ wilasciwego przechowywania probek do badan oraz potwierdzania
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wynikow analizy dwiema niezaleznymi metodami i/lub identyfikacji dwoch
wskaznikow przyjecia przetworéw konopi — macierzystego zwigzku (THC)
1 jego metabolitu, nawet nieaktywnego (THCCOOH).

Wdrozenie opracowanej metody do rutynowej praktyki eksperckiej utatwi
interpretacj¢ wynikow toksykologowi analitykowi, diagnostyke zatru¢ lekarzowi
z zakresu toksykologii, dziatalno$¢ opiniodawczg lekarzowi z zakresu medycyny
sadowej 1 orzecznicza organowi orzekajagcemu w sprawach o przyjecie
przetworéw konopi i prowadzenie samochodu po ich przyjeciu, a takze przy

kontroli abstynencji 0s6b osadzonych i pozostajacych w leczeniu uzaleznien.



