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l. Wystepowanie i budowa kannabinoidéw

Specjakici ONZ szacowalize na 200 min ludzi stosigych narkotyki w 1998 roku 14
min zazywato kokairg, 8 min heroig i az 140 min marihuag) ktéra ustpuje pierwszastwa
tylko alkoholowi i papierosom.

Marihuana, haszysz i olej haszyszowy produkowarekonopi.

Konopie siewnétannabis sativpajest to gatunek jednorocznejstiay zielnej z rodziny
konopiowatych (Cannabaceae Endl.) wpsfacy w gorach Altaj, Tien-Szan, na Zakaukaziu
I w Afganistanie. Jest to §bna dwupienna — kwiatyenskie zebranegspo dwa w lgtach
matych l&ci w ktosy pozorne; kwiaty gskie zebraneasw wiechy w ltach tuskowatych
lisci. Oshgga wysokdé¢ nawet ponad 3 m.

Konopie wiokniste Cannabis sativa var. vulgaris) jako rdlina uprawna
rozpowszechniona jest w adych czsciach swiata i wykorzystywana jest do produkcji
widkna (sznurek, liny), oleju konopnego oraz nazpaia zwierat (czgsci zielne). Konopie
wiokniste zawieraj mate ilgci zwigzkow psychotropowych (do 0,2%).

Podgatunek indyjski Gannabis sativasubsp. indica), tzw. typ narkotykowy,
zawierajcy znaczne iléci zwigzkow psychotropowych wykorzystywany jest do produkc
marihuany, haszyszu i oleju haszyszowego.

Marihuana to odpowiednio uformowane kwioe i owocugce wierzchotki oraz dcie
narkotykowej odmiany konopi. Wy#aia st marihuag tzw. Sinsemila ( bez nasion) o
wysokiej zawartéci substancji psychoaktywnych, wytwarzaw Ameryce Potudniowej i
Pdtnocnej. $ to zenskie, nie zapylone, a wi nie wytwarzajce nasion, osobniki konopi
(Cannabis indicd.).

Haszysz czyli zywica konopi wydzielana przez kwioe i owocujce wierzchotki
rosliny. Zywice zbiera s} trzema sposobami: mtdcenie i oddzielanigsciz roslinnych,
pozostaty produkt formuje giw piyty (Kraje Srédziemnomorskie), zbieranieazne przez
rozcieranie wierzchotkow &in w rekach i zeskrobywanie przyklejonej dgkrzywicy,
zanurzanie w gagcej wodzie pozbawionych todyg i roslin a nas¢pnie po ostudzeniu
zebraniezywicy w postaci statej masy z powierzchni wody (saitynent indyjski).

Sg dwa sposobyiywania haszyszu: palenie w fajce i dodawanieydenosci.

Olej haszyszowyto ciekly ekstrakt materiatu §lnnego lub zywicy otrzymany za
pomog@ rozpuszczalnikdw organicznych (alkohol, benzyner paftowy). W roztworze olej
haszyszowy przyjmuje bamwzielorg lub bzows, w zalenosci od rodzaju rozpuszczalnika
I stopnia dojrzatéci roslin. Olej zielony pochodzi najezciej z czsci zielnych, a bazowy z
haszyszu. Olej jest “wygodny” dla przemytnikéw, wczelnie zamkritych butelkach nie



jest wyczuwany przez psy. “WygodneZywanie oleju haszyszowegmlega te na paleniu
zwyktych papierosow tytoniowych z dodatkiem 2-3rmleju.
Substancje psychotropowe wystijagce w konopiach nogmazw kannabinoidéw.

Kannabinoidy jest to grupa ok. 60 zwzkdédw chemicznych o 21 atomachegia,
naturalnie wysfpujacych wyhcznie w konopiach.

Terminem kannabinoidy okila sk tez syntetyczne analogi strukturalne naturalnych
sktadnikbw Cannabis oraz ich metabolity powstgje w zywych organizmach.
Najwazniejszym psychoaktywnym skitadnikiem kannabinoidow jest saibsia 0 wzorze
(6aR,10eR)-6a,7,8,10a-tetrahydro-6,6,9-trimetylo-3-pentyld-@ibenzop,dpiran-1-ol
powszechnie zwana @J-tetrahydrokannabinolem lub w skrécie A>-THC albo THC
(numeracj atomOw w c3steczce oparto na strukturze dibenzopiranu, niekt@utorzy
postuguy sie struktug monoterpenoidu, rys. 1 i 2). Jego przata zawarté w produktach

z konopi spotykanych na nielegalnym rynku wynosi:

produkty rglinne (marihuana) — 0,5 -5%

zywica (haszysz) — 2-10%

olej haszyszowy — 10-30%

i zalezy od wiaciwosci genetycznych ihiny, warunkéw wegetacji, sposobu zbierania,
wieku raliny, rodzaju gleby i klimatu. Mizna dobré odpowiednie warunki uprawy w celu
podniesienia zawarfoi kannabinoidéw, ostatnio w Holandii wyhodowanglireg, ktora
miata 20% THC w ogciach zielnych.

W kannabis wysgpuje ztazona mieszanina kannabinoidow, z ktérych najigjsze poza
A®-THC to: kannabinol (CBN), kannabidiol (CBD), kaniwiyomen (CBC), A®-THC,
kannabigerol (CBG), kannabiwarin (CBV), kannabiojk{CBL) oraz, niewysipujace w
oleju haszyszowym, kwasy kannabinolowe, takie fakas kannabinolowy (CBNA), kwas
kannabidiolowy (CBDA), kwas kannabichromenowy (CBCAwas kannabigerolowy
(CBGA), kwas tetrahydrokannabiwarynowy (THVA), kwaetrahydrokannabinolowy
(kwas 11-nor-9-karboksy-tetrahydrokannabinolowy, THCA, THCCOOH, 9-karbgks
THC).

Na rys. 1 przedstawiono struktury chemiczne napigszych kannabinoidow. Numeracj

atomoOw w cgsteczce oparto na strukturze dibenzopiranu (rys. 2)
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Rys. 1. Struktury chemiczne najiwvéejszych kannabinoiddw.

DIBENZOPIRAN MONOTERPENOID

Rys. 2. Struktura chemiczna dibenzopiranu i mopeteoidu.

Il. Dziatanie kannabinoidéw na organizm cztowieka

Zaywanie produktéw kannabis powoduje stan odurzéhigstepuja zburzenia percepcji
réznych czsci ciala, zaburzenia poczucia czasu i przestragpersonalizagj wzmazong
wrazliwos¢ na dwigki, synestezje, skiongé do ulegania sugestiom, poczucie wyrazistego



myslenia. Mae réwnie wysipowa niepokdj i reakcje paranoidalne. Po gpstniu
objawéw odurzenia marihuana wywotuje raczej uspekig nz niepokoj. Nie powoduje
rozszerzeniarenic, wzrostu énienia krwi, ostabienia odruchoéw i podiszenia cieptoty
ciata, powoduje natomiast tachykardNiewielkie dawki stosowane przez krotki czas u
0s6b zdrowych nie wywotgjzwykle widocznych zakiogepracy serca, jednak ciegpym

na chorob wiencowg zwigkszap prawdopodobigstwo zawatu i nagtejmierci.

U os6b przyjmucych due dawki przez diugi czas me pojawé si¢ tolerancja, mog
tez pojawi si¢ kilkudniowe objawy odstawienne, takie jak: nieppkidrgawki i dreszcze,
bezsenng.

Najcz:sciej narkomani pal papierosy lub fajki z §¢mi lub zywica kannabis, znacznie
rzadziej preparaty kannabis przyjmowang doustnie lub daylnie. Aktywne skiadniki
docieray tatwo i szybko przez drogi oddechowe do krwiobieg z krwi do mozgu,
naraajac w pierwszej kolejnéri uktad oddechowy i kzenia.

Dym marihuany dziata szkodliwie na caty uktaddechowy. Ditugotrwate palenie
zwicksza ilg¢ wydzieliny z nosa, powoduje zgrubienie btodljzowej w zatokach,
nawracajce stany zapalne nosa i gardta, uporczywy kasreéwdekte zapalenie oskrzeli,
rozedng ptuc, astmatyczny oddech oraz najgnejsz - metaplazj nabtonka, czyli
przemiag komérek macierzystych na odmienne czyummwvo i morfologicznie.

Marihuana podczas palenia daje od 50 do 100%ceyv wielopiegcieniowych
weglowodoréw aromatycznych aityton, w tym benzopirenu i benzoantracenu — silnych
kancerogenow.

Kannabinoidy dziatajna narady zwigzane z reprodukgj— jadra, jajniki, tazysko. U
kobiet wystpuje zaburzenie cyklu miesznego, co unienniwia implantacg
zaptodnionego jaja w macicy. Zgkisza s¢ poziom testosteronu, powodaj nadmierne
owitosienie. Przyjmowanie marihuany w okresie daj@eia powoduje zmniejszenie
produkcji estrogendw, co prowadzi do niedorozwditadu rozrodczego.

A®%-THC ma widciwosci silnie lipofilne, jest zatrzymywany przez lipidgruczotéw
piersiowych i trafia do mleka. Kannabinoidy tatwz@chodz przez taysko, aze watroba
ptodu nie potrafi ich metabolizowaodkiadag sic w jego tkankach. Powoduje to szereg
wad rozwojowych ptodu, szczegdlnie wrodkowym uktadzie nerwowym.

U nmezczyzn padcych przez diugi czas marihuawystpuje wysoki procent przypadkow
impotencji, znaczne obienie liczby i ruchliwéci plemnikow, a take czstsze
wystepowanie postaci nieprawidtowych.

Kannabis dziatgj na uktad immunologiczny, modyfikag dziatanie jego komobrek,

utrudniap rozpoznawanie swoistych substancji obcych przeztlomia i zwalniap



odpowied uktadu immunologicznego.

1. Parametry farmakokinetyczne i toksykokinetyczne A%tetrahydrokannabinolu

Poza znajonsgiag sposobu dziatania substancji psychoaktywnych mgarezm wana
jest, z punktu widzenia diagnostyki, Wéavego sposobu leczenia a takw posgpowaniu
dowodowym, znajomig ich parametrow farmakokinetycznych i toksykokireetyych.
Znajoma¢ tych parametrbw ma szczegolne znaczenie w prkypahrkotykow, gdy
dochodzi do zatrucia ostregmdi czsciej zatrucia w stanie stacjonarnym. Parametry
toksykokinetyczne pozwalgjprzewidzi€ zachowanie i szybké wydalania narkotyku,
czasu jego dziatania, a to pozwala o¢eskutki przebywania narkotyku w organizmie i

ustalic sposob leczenia.

Farmakokinetyka A®-tetrahydrokannabinolu:
T2 po jednorazowej dawce: 2 -28 godz.
T12 po diugotrwatym zaywaniu: 50 -60 godz.
Wigzanie z biatkami: 97-99%

Objetos¢ dystrybuciji: 10 L/kg

Dawki: minimalna "efektywna": 5 mg, toksyczna: 0,035 kag/

Stezenie we krwi terapeutyczne: < 0,19 mg/l, toksychrak,smiertelne: brak.

Interakcje — A’-Tetrahydrokannabinol zwksza metabolizm barbituranéw, antypiryny,
etanolu. Rownoczesne podanie marihuany i kokaizygmiesza akejserca i podwsisza

cisnienie krwi.

Absorpcja — wchtania si przez przewod pokarmowy (stabo) i oddechowy (deprz

Doskpnai¢ biologicznaA®-THC po przygciu doustnym 5-20%, przy paleniu 18-50%.

Metabolizm — szybko wchtania giz powietrzem wdychanym, przechodzi przezysko i
dostaje si do mleka matki. Pierwsze objawy wystija po uptywie 15-30 min i trwagjdo 4
godz. A>-THC jest metabolizowany w atrobie, ché przy paleniu kannabis procesy
metaboliczne zaczyrggic juz w ptucach. Wydala siz moczem (15-20%). Z kalem wydala
si¢ 30-35%. Metabolity s wykrywane w moczu do 8 dni, a po ggoiu pojedynczej dawki
u 0sOb uzalenionych do 4 tygodni.



PrzemianyA®-THC polegaj na utlenianiu, dekarboksylacji i spganiu z kwasem
glukuronowym (rys. 2). Utlenianie agla 11 prowadzi do utworzenia 11-hydroks3}-
tetrahydrokannabinolu, ktory wykazuje aktywadiologiczry zblizong do A®-THC. 11-
hydroksyA®-THC ulega przemianie do nieaktywnego 9-karboksyETHtéry z kwasem
glukuronowym tworzy mono- i di-glukuroniany, ktésg bardziej hydrofilne ri A>-THC i
mozliwe do usuwania przez nerki. Kwas i jego glukuesry wystpuja w moczu w
najwiekszych ilgciach i obecn& ich w moczu jest najpewniejszym dowodem stosowania
preparatéw kannabis.

Usuwanie\®-THC z krwi odbywa si szybko w wyniku metabolizmu i wychwytywania
przez tkanki, po 2-3 godzinach badanie osocza nyjikase obecnéci A>-THC, przez 6
godzin mana natomiast wykiy9-karboksyA®-THC.
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Rys. 3 . Metabolizm®-THC w organizmie cztowieka.

Powolne usuwanie poprzez mocz, tgeajkilka dni, jest prawdopodobnie wynikiem
udziatu kannabinoidéw w k#zeniu jelitowo-watrobowym, gromadzeniu giich w tkance
ttuszczowej oraz nerkowej reabsorpcji (wchianiami@rotnego) metabolitéw. Powolna
eliminacja sprawiaze przy wielokrotnym przyjmowaniu kannabinoidow rasie ich
kumulacja — co powoduje wygtowanie objawow toksycznych.

Szkodliwe dziatanie preparatow kannabis jestaprzeczalne, a stosowanie ich przez



dtugi czas prowadzi do:

- zwigkszenia ryzyka przewlektego zapalenia oskrzeli,

- zwickszonego ryzyka nowotworow drég oddechowych,

- rozwiniecia sk uzalenienia,

- zwigkszonego ryzyko urodzenia dziecka z niedorozwojem,

- zwiekszonego ryzyko wyspienia zespotéw paranoidalnych,

- zwigkszonego ryzyka wypadkéw drogowych.

Zagrazenia te g wynikiem szerokiego zakresu oddziahywkeannabinoidow — od poziomu

molekularnego do n#enia i osobowéci.
IV. Préby leczniczego zastosowania kannabinoidéw

Kannabinoidy wykazsgjdziatanie wielokierunkowe narganizm ludzki. Stosowane bez
istotnej potrzeby wywotaj uzalenienie i wyniszczenie organizmu ale w oftomych
sytuacjach, podcista kontroh lekarskh mog by¢ cennymi lekami.

W organizmie czlowieka wygiuje uktad endokannabinoidowy odpowiedzialny za
wspotdziatanie rénych szlakow przekazywania sygnatow w komaorce. &kist on m.in. z
receptorow kannabinoidowych @B (wystepujacych gtéwnie w mobzgu) i CB
(wystepujacych gtownie w tkankach obwodowych) i endokanalidwei. Dziatanie
farmakologiczne i psychotropowe kannabinoidéw paleta uaktywnieniu receptorow
neuronowych: CBi CB;.

Uktad endokannabinoidowy jest awany z procesami fizjologicznymi, takimi jakxkl
niepokoj, sen, bdl, emocje, koordynacja ruchowaamstywanie, napjcie migsniowe,
uczucie gtodu i sytei, ptodnag¢, odporné¢ komdrkowa i humoralna, termoregulacja,
metabolizm ttuszczéw i gglowodandw. Poznawanie receptorowego mechanizmalatia
oraz zasad funkcjonowania ukfadu endokanabinoidowstyvarza naukowe podstawy
otrzymywania syntetycznych analogéw kannabinoidéwwykorzystania ich w leczeniu
wielu choréb. Dziatanie przeciwwymiotneA®-THC wykorzystuje si w chemoterapii
nowotworowej; wptyw na taknienie - w leczeniu chanyna chorob Alzheimera; dziatanie
na uktad pokarmowy — w #@ych chorobach tego uktadu, w tym o#do Istnieje rownie
perspektywa wykorzystania kannabinoidéw w leczenawotworéw piersi i prostaty,
choroby Parkinsona i innych. W tabeli 1 przedstawigproby leczniczych zastosofiva

kannabinoidow.



Tabela 1. Przyktady leczniczych zastosawannabinoid6w.

Schorzenie Objawy Proponowane leczenie
Spastyczn&
Stwardnienie rozsiane Bol AS-THC i CBD*
Zaburzenia funkcji podjezykowo
pecherza
Choroba Parkinsona Dystonia Nabilon*
Dyskineza
Stan pooperacyjny Bol Lewonantradol*
domigsniowo
Uraz rdzenia kfggowego Bol A®-THC, CBD
podgzykowo
Zespot wyniszczenia w Brak apetytu
przebiegu AIDS . . Dronabinol*
Nudnaci, wymioty
Choroba nowotworowa Bal A®-THC, CBD
Nudnaci, wymioty Nabilon
Jaskra Wysokie énienie w gatce A°-THC - krople
ocznej
Zwiotczenie dolnego Zarzucanie wsteczne fi@ A°-THC
zwieracza przetyku zotagdkowej

Antagonici receptorow

Zapalenie otrzewnej

Uszkodzenie unerwieni:

e A porazenna niedranosé Rimonabant*
scian jelita

jelita

Uraz rdzenia

*) CBD - kannabidiol
Dronabinol — syntetyczny-THC
Nabilon - syntetyczna pochodh& THC, analog strukturalny
Rimonabant — wybiorczy antagonista receptda C
Lewonantradol - syntetyczna pochodiia HC, analog strukturalny

V. Oznaczanie kannabinoidéw w materiale rélinnym i biologicznym

Zgodnie z wymogami Ustawy o Przeciwdziataniarkdmanii 29 lipca 2005 roku z
nowelizacjami wprowadzonymi w 2006 r. étawe posgpowanie administracyjno-karne
oraz orzekanie o przegiczej dziatalnéci wymaga odpowiednich bafldizykochemicznych
zabezpieczonego materiatu dowodowego.

Orzekanie dotyczy wdaiwej kwalifikacji i rozr&nienia surowca pochogzego z



krajowego ziela konopi siewnej (Cannabis sativa tizy. odmiany witoknistej (zawiergjej
A®-THC i 9-karboksy-THC dcznie do 0,2 % w przeliczeniu na suamas) od odmiany
ziela konopi innych i wiékniste (zawieraicej powyzej 0,2% sumy®-THC i 9-karboksy-
THC). Wedtug polskiego ustawodawstwa za produkikeizkowy uznawane jest ziele
Cannabiszawierajce powyej 0,2%A°%-THC i THCA lacznie orazzywica i inne produkty
konopi niezalgnie od zawartéci A®-THC i THCA.

Do zada laboratoriow toksykologicznych nale réwniez wykrycie w materiale
biologicznym substancji podlegaych kontroli. Wynik dodatni czyli potwierdzenie
uzywania narkotykdw mze spowodowa zaskatenie i skazanie osoby, od ktorej pobrano
probke. Badanie materiatlu biologicznego na obeécénmarkotykdéw stay rowniez
diagnostyce, leczeniu i rehabilitacji (ustalenieygzyn intoksykacji, kontrola abstynencji
od narkotyku). Badanie probek biologicznych polega oznaczaniu kannabinoidow w
moczu ( tatwo uzyskaw sposob nieinwazyjny), we krwi i rzadziej $hnie lub wtosach
0s6b nadiaywajacych narkotykow. Zwykle analiza sprowadze @d wykrycia i oznaczenia
ilosciowego A°-tetrahydrokannabinolu(A%-THC) oraz kwasu 11-nor-9-karboksy-
tetrahydrokannabinolowego (9-karboksy-THC), jakévgiego metabolit\®-THC, ktéry
wykrywany jest we krwi i w moczu. Obecsio A®-THC we krwi oznacza zgwanie
narkotyku nie dalej jak 2-3 godziny temu a obeén®-karboksy-THC — nie dalej jak 6
godzin. W moczu metabolit utrzymuje; ponad miesic, takze jednorazowe stwierdzenie
obecndci 9-karboksy-THC w moczu oznacza jedynies osoba ktérej mocz badano
stosowata marihuarprzed kilku godzinami, dniami lub tygodniami. Wykavanie analiz w
ciggu kilku kolejnych tygodni da odpowiedczy mamy do czynienia z jednorazowym lub
chronicznym palaczem. U okazjonalnego palacza kelbpdaniadula ujemne, u oséb ktére
przestaty pali wyniki beda dodatnie, ale stenie lzdzie wyra&nie malé€ natomiast nie
ulegm wickszej zmianie gtenia kannabinoidow u osolggie pajcych.

Naley jeszcze doda ze bierne i niezamierzone wdychanie dymu z marihuarayze
niekiedy rownie da pozytywny wynik badania moczu, zwlaszcza, gdy perytcici
stosowanej metody jest niski. W takim przypadkualesie przyjtej dawki jest raczej
niemaliwe.

Interpretacja wynikéw analiz musi bgokladna i ostrina. Na sfzenie narkotykow w
moczu ma wptyw wiele czynnikéw ale bardzoamwgm jest ilg¢ wypitych ptynow, ktora
moze nawet 10-krotnie zmiehskzenie w cagu kilku godzin.

Wskanikiem wczesnego wykrywania marihuany rady 88,11-dihydroksyA’-THC
ktéry mazna wykry¢ w moczu ju kilka godzin po jej zayciu.

Przy wszystkich zastrzeniach i ograniczeniach w@wa interpretacja wynikow



analizy toksykologicznej unitiwia ustalenie dawki,zrodta pochodzenia wykazanego
srodka, szacowanie rozmiaréw produkcji i uprawy.

Wartg¢ dowodowa wyniku analizy toksykologicznej zaleod stosowanej metody i od
rodzaju materiatlu dostarczonego do kaddiezalenie od stosowanych metod i technik
analitycznych wart&& dowodowa zatey rowniez od wigciwego pobierania probek,
transportu i przechowywania do momentu zalzenia bada (tzw. “tancucha kontroli”) i
scistego przestrzegania wszystkich zafecdotyczcych posgpowania z pobranym
materialem. Jest to niezwykle istotne, gayyniki analiz mog mie¢ powane
konsekwencje prawne dla os6b badanych.

Zawsze zaleca ¢sistosowa dwuetapow procedug — wstprg (skrining), metodami
immunologicznymi lub za pomagcbarwnych reakcji (zwanych kroplowymi) a rgstie
potwierdzenie wynikow dodatnich metodami konfirnmjagyni, ktére powinny b§ rownie
czute jak skriningowe ale bardziej specyficzne. Wgire spetniaj techniki chromatograficzne
(gazowa lub cieczowa), najlepiej sprane ze spektromeirimas (GC/MS lub LC/MS).
Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) neoby stosowana w metodzie skriningowej i
konfirmacyjnej, ale wynik badania nie e by dowodem w pogpowaniu gdowym. W
oparciu o wyniki analizy skriningowej odpowiednigizby mog zatrzyma& podejrzanych,
zlecik badania w laboratorium toksykologicznym oraz atray pozwolenie na rewigj Wyniki
analiz skriningowych magby¢ tez dowodem we wgpnych przestuchaniach.

Laboratorium toksykologiczne wykonuje analizg podstawie zlecenia zawieyeg¢go
dane identyfikacyjne dawcy, osoby nadzecej pobranie i kuriera, numer probki, e¢lat
godzire pobrania oraz cechy prébki w chwili pobrania. Folanz mae tez zawierd
dodatkowe informacje o prébce, rodzaju narkotykowinien by podpisany przez oseb
upowaniong i opatrzony oficjalna pieezia.

Wigciwe oznakowanie badanego materiatu biologicznegsi mawiera nastpujace
informacje:

«  Nazwisko i img

« Numer identyfikacyjny

- Datai czas pobrania

« Miejsce pobrania

- Nazwisko osoby nadzonrgej pobranie

- Narkotyk poddawany badaniu

« Numer probki.

Pojemniki powinny by starannie zamkgie i opiecztowane. Oznakowanie musi bya

pojemniku a nie na zamkiu, aby zapobiec przypadkowej lub usimgj zamianie probek



lub/i oznakowa. Dawca lub osoba zainteresowana musé Bwiadkiem stosowania
srodkow zabezpieczggych préle ale nie mae w nim uczestniczy

Wyniki analiz maj charakter poufny. Wszelkie informacje dotyce dawcy i wynikow
musz by¢ przechowywane w zamkitym miejscu, a raporty madoy¢ udostpniane tylko
upowanionym osobom.

Badany podejrzany materiat aeoby¢ silnie dziatagcy lub zawierajcy trucizre, dlatego
nalezy szczegéla uwag zwrocik na bezpieczestwo w czasie wykonywania analiz. Oprécz
przestrzegania ogolnych zasad pracy w laboratonalery bezwzgédnie:

« unikat prébowania lub wchania materiatu;

« nie dotyk& rekami twarzy, szczegOlnie ust i nosa, podczas wykamya proby;

. zachowa szczegoln czystdci;

- zapisyw& pobieranie materialu do badaoraz wyniki analiz do specjalnych

formularzy.

V.1. Szybkie wykrywanie kannabinoidéw

V.1.1. Zasady ogolne wykrywania kannabinoidéw w prduktach roslinnych

Materiat do badamaze mig€ rdzne stzenie substancji aktywnej, probka neobyt
rozcienczona nieaktywnymi substancjami, substancje rdzei@gce mog maskowa
przebieg reakcji charakterystycznej, wreszcie ntdo badéa maze by mieszanig kilku
narkotykow — wszystko to nie by¢ przyczym niejednoznacznych wynikow testow.

Aby zwikszy niezawodnéc testow naley przestrzeganastpujacych zasad:

- J&li ilos¢ materiatu do badajest mata, zbyt mata aby wykahdadanie w
warunkach polowych;ala probke nalezy wystat do laboratorium.

Badania sproszkowanego materialu rozpoczygaodi maliwie najmniejszej
ilosci, po czym, jéli to konieczne, zwiksza s¢ ilo$¢ analizowanej substancji.

« Z prébek statych lulaywicznych materiatéw pobieragsodrobirg, rozdrabnia do
postaci proszku i proszek poddaje badaniu.

W przypadku kapsutek przeprowadzalsadanie substancji z jednej kapsutki.

- Materiat rglinny przed badaniem rozdrabnig s mtynku.

- W przypadku badania papieroséw pobiecansateriat tylko z jednego papierosa.
Gdy badanie materiatu §lnnego za pomag odpowiedniego testu dato wynik
ujemny, a istnieje podejrzeniee mae on zawier& inne substancje, to cata
dostpna ilas¢ materialu powinna kiy przestana do laboratorium celem

wykonania doktadnej analizy.



Barwne testy na obecitonarkotykdw mog by¢ wykonywane w probéwkach, na bibule
ale najcezsciej w specjalnej ptytce porcelanowej z wlgeniami. Po wykonaniu badania
ptytka musi by starannie umyta wad rozpuszczalnikiem organicznym (aceton, metanol).

Dla zwekszenia specyficzdoi oznaczenia najezciej wykonuje st dla kadej
substancji lub grupy substancji przynajmniej 2ytest

R&ne zwhzki nalezace do jednej grupy chemicznej moglawa identyczny lub
podobny wynik. Przy interpretacji wynikdw nalepametac o tym,ze:

Jedynie barwa podana w opisie testwzenby uznana za wynik dodatni, ktéry
oznacza mdiwa obecné¢ poszukiwanej substancji;

«  We wszystkich przypadkach, kiedy otrzymuje siynik dodatni lub wtpliwy
nalezy przestg materiat do dalszej analizy do laboratorium;
W przypadku wyniku ujemnego lubatpliwego naley wykon& drugie badanie
przy wyciu innego testu i dopiero wynik ujemny uznza brak poszukiwanej
substancji. J# jednak istnieg jakiekolwiek wgtpliwosci nalezy materiat wysta

do laboratorium.

V.1.2. Zasady ogolne wykrywania kannabinoidéw w pribkach biologicznych

Przy pobieraniu prébek biologicznych mgleunikaé pojemnikow plastikowych i
gumowych korkow, kannabinole jako =z&ki niepolarne tatwo ulegaj adsorpcji na
powierzchni gumy i plastiku.

Probki moczu pobieragsiv dwoch porcjach (po ok. 30 ml), mierzy temperatu ciaggu
4 min oraz mierzy pHwiezej probki. Jedna probka powinnacbyzyta do analizy, druga
przechowywana w stanie zamomym na wypadek konieczém powtOrzenia analizy.
Analiz¢ $wiezej probki naley wykona w ciggu 1-2 dni, zamrgona nie ulega zmianie przez

kilka mieskcy.

V.1.3 Szybkie testy wykrywania kannabis (konopi) wmateriale roslinnym

Test 1 Préba z Fast Blue B Salt (chlorek di-o-anizydgti@izoliny)

Podstaw oznaczenia jest reakcja podstawienia elektrofigovdHC z chlorkiem di-o-

anizydynotetrazoliny, zachoglza w srodowisku alkalicznym, ktérej produkt jest barwy
purpurowo-czerwonej. Reakcja zachodzi wg schematedstawionego na rys.4.
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Rys. 4. Schemat reakcji THC z chlorkiem di-o-anigyotetrazoliny (nazwa handlowa Fast
Blue B Salt).

Reakcg wykonuje s¢ w probdéwce lub na ptytce porcelanowej, produkkeogiaekstrahuje
si¢ chloroformem Ilub dichlorometanem. Barwa purpuravzerwona ekstraktu mie

wskazywa na obecn& kannabis.

Test 2. Préba Duquenois-Levine'a

Podstaw oznaczenia jest reakcja podstawienia elektrofigove THC z wanilia w
obecndci aldehydu octowego wsrodowisku kwanym, zachodgca wg schematu
przedstawionego na rys.5. Produktami reakcfiadetowo-niebieskie zwizki:

* 1 (podstawienie w pozycji 2)

* 2 (podstawienie w pozyciji 4).
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Rys. 5. Reakcja THC z wanilirw obecnéci aldehydu octowego wrodowisku kwanym.

Produkt reakcji ekstrahujegsthloroformem lub dichlorometanem. Fioletowe zabane

ekstraktu mee swiadczy o obecnéci kannabis.

V.1.4. Analiza jakasciowaA®-THC za pomoa chromatografii cienkowarstwowej (TLC)

Materiat dowodowy (fajki, lufki, papierosy,ete konopi i in.) ekstrahuje¢sn-heksanem
lub cykloheksanem albo mieszagin-heksanu (cykloheksanu) z niewielkim dodatkiem
octanu etylu (np. 9:1, 7:1). Ekstrakty odparowuje do sucha i spogrza sie ok. 1%
roztwory. Ekstrakt nanosi sie na ptytki TLC pokrgktywowanymzelem krzemionkowym
G lub zelem krzemionkowym zawierggym domieszl substancji fluoryzujcej w swietle
UV przy 254 nm. Chromatogramy rozwija s mieszaninie n-heksan : eter dietylowy (4 :
1) lub chloroform : metanol (19 :1), suszy i wizmaje plamki wswietle lampy UV przy
diugcéci fali 254 nm a nasgpnie przy ayciu 1% roztworu wodnego soli Fast Blue B.

W tabeli 2 przedstawiono wyniki analizy TLCekiorych kannabinoidow w uktadzie

rozwijajacym chloroform : metanol (19 :1,v:v).



Tab. 2. Wartéci Ry dla niektorych kannabinoidow w uktadzie rozwg@jm chloroform :

metanol (19 : 1) oraz kolory plamek uzyskane panadizacji soy Fast Blue B.

Kannabinoid Warta¢ R Kolor plamki
A>-THC 0,65 czerwony
A%-THC 0,65 bazowy
CBD 0,64 pomarngzowobpzowy
CBN 0,62 czerwonolrzowy
CBG 0,61 purpurowy
CBC 0,58 czerwony
THCA 0,39 czerwony
CBDA 0,37 czerwony
CBGA 0,31 purpurowy
CBCA 0,25 purpurowy

V.1.5.Szybkie wykrywanie kannabinoidow w materialebiologicznym

Testy immunologiczne

Wstpny skrining kannabinoiddw w moczu polega na tdsiaamunologicznych, ktére
wykonuje s¢ zgodnie z przepisem producenta. Do wykonania tiestow nie jest
wymagane jakiekolwiek przygotowanie moczu.
Testy immunologiczne przystosowanes slo wykrywania 9-karboksy-THC. Niska
specyficzné¢ przeciwciat awywanych w tych testach sprawize g one czute (w ranym
stopniu, w zalenosci od producenta) rowniena inne kannabinoidy, gtéwnie 11-hydroksy-

THC i w mniejszym stopniu na THC i CBN.

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Ponad 80% 9-karboksy-THC wggtje w moczu w postaci glukuronianu.
Przygotowanie prébki do analiz chromatograficznpoltega na hydrolizie (chemicznej lub
enzymatycznej) glukuronianu w celu uzyskania wotnkgyasu.

Hydroliza chemiczna alkaliczna polega na ogem@u 10 ml moczu z 2 ml 10 M
wodorotlenku potasu w temperaturze 50° C przez iddtywstrzsapc od czasu do czasu.
Ozicbiong zhydrolizowagn probk zakwasza gisic 2M kwasem chlorowodorowym lub 2
M kwasem siarkowym do pH 2 i ekstrahuje snieszanig cykloheksanu i octanu etylu
(7:1) w czasie 10 minut przez wyisanie. Ekstrakt ggzy st przez niewielly ilos¢



bezwodnego siarczanu sodu, przemywesk 5 ml rozpuszczalnika i odparowuje pgozs
do sucha w temperaturze pokojowej w strumieniuwazsticla pozostaté¢ rozpuszcza si
w 0,2 ml metanolu lub mieszaniny acetonitrylu i amatlu(3:1) i analizuje metodami
chromatograficznymi.

Stosuje si ptytki TLC pokryte aktywowanymzelem krzemionkowym G lulzelem
krzemionkowym zawierggym domieszl substancji fluoryzujcej w swietle UV przy 254
nm; grubd¢ warstwy adsorbentu 0,25 mm; optymalna diégdrogi uktadu rozwijajcego
10 cm.

Na ptytke nanosi si 25-50 ul ekstraktu oraz wzorcowy roztwor 9-karbeKs$iC i rozwija

w jednym z naspujacych uktadow:

a) octan etylu : metanol :¢gbny roztwor amoniaku : woda (12 : 5:1:0,5),

b) chloroform : metanol : &tony roztwor amoniaku (70 : 30 : 2).

Wizualizacja chromatograméw

Przed wywotaniem plam ptytki suszyesw temperaturze 120° C przez 5-10 minut w
suszarce lub w strumieniu cieptego powietrza.ahynésslady amoniaku i innych zasad
przeszkadzagpych w osignicciu wiasciwe] barwy plam. Plytki spryskuje esiswiezo
przygotowanym 0,1% wodnym roztworem soli Fast BBy@as¢pnie wstawia na chwildo
naczynia z parami amoniaku lub dietyloaminy. Riyduszy si w strumieniu gagcego
powietrza. Pojawi si¢ rozowe lub rGowoczerwone plamy 9-karboksy-THC. Zamiast
toksycznego Fast Blue B (potencjalny karcinogenimaarzy¢ swiezo przygotowany, mniej
toksyczny, roztwér Fast Blue BB w 0,1M NaOH (0,7%/&®ml) i wysuszy ptytki dla
uzyskania stabilnej barwy.

Rt 9-karboksy-THC w uktadzie rozwiggym “a” wynosi 0,35-0,40, a w ukladzie “b” - od
0,25 do 0,38. Wartg R: 9-karboksy-THC zaley od wytych materiatow i warunkéw w

laboratorium (wilgotnéc¢, temperatura, przemi).

V.2. Metody konfirmacyjne kannabinoidow w materialeroslinnym

V.2.1. Oznaczanie A>-THC metoda chromatografii gazowej(GC) lub pohczonej

chromatografii gazowej ze spektrometra mas(GC/MS)

Badany surowiec (od 0,1 do 1 g« zielnych, od 0,05 do 0,5 g haszyszu lub od 0,005
do 0,19 oleju haszyszowego) ekstrahugedsvukrotnie, intensywnie miesaajlub w tani
ultradzwickowej jednym z nagpujacych rozpuszczalnikbédw: n-heksanem, cykloheksanem,

acetonem, toluenem, chloroformem Iub mieszanimetanolu z niepolarnymi



rozpuszczalnikami albo mieszagimiepolarnego rozpuszczalnika z matym dodatkiem
octanu etylu. Jako wzorce wegtrene w analizie iléciowej (dodawane do rozpuszczalnika
ekstrahujcego) stosuje sin-tetradekan, n-dokozan lub inngghowodory, poza tym esto
stosuje si androst-4-en-3,17-dion, ftalan dibenzylowy, ftatdim-oktylowy lub cholestan.
Niewielka czes¢ ekstraktu odparowuje gido sucha w strumieniu azotu, rozpuszcza w
okreslonej ilosci rozpuszczalnika, naginie analizuje metaed chromatografii gazowe).
Istnieje due prawdopodobiestwo naktadania sipikéw innych substancji na sygnaf-
THC, poza tym wysoka temperatura rozdziatlu chrogratiicznego mge powodowa
dekarboksylagj 9-karboksy-THC ( da®-THC) i innych kwaséw kannaboidowych, dlatego
korzystniej jest przeprowadzisktadniki ekstraktu w sililowe pochodne za pomd¢,O-
bis(trimetylosililo)acetamidu (BSA) lub N,O-bistmnietylosililotrifluoroacetamidu (BSTFA),

z ewentualnym 1% dodatkiem trimetylochlorosiladiMCS). Do doktadnie wysuszonego
ekstraktu dodaje simieszaniny sililujcej i reakcg sililowania przeprowadza ¢iw
zamknetym naczynku w czasie ok. 0,5 godziny w tempera&u80° C. Mieszanin
reakcyjry po ochtodzeniu analizuje¢simetody chromatografii gazowej z detektorem FID
(GC/FID) lub pojczonymi technikami chromatografii gazowej z detgkgpektrometrem
mas (GC/MS).

Jeli jednak nie ma potrzeby oznaézgoszczegdllnych kannabinoidéw w materiale
dowodowym a materiat étinny nalery tylko zakwalifikowa do konopi widknistych lub
innych niz widkniste (zgodnie z wymogami Ustawy o Przeciwtma Narkomanii 29
lipca 2005 roku z nowelizacjami wprowadzonymi w @00) ma@na oznacza sung
zawartéci A°-THC i 9-karboksy-THC w jednej analizie chromatdigznej bez
konieczndci przeprowadzania analitow w pochodne sililowed@zowniku chromatografu
gazowego, w temperaturze 250° C, znajdyjske w probce 9-karboksy-THC ulega
dekarboksylacji da®-THC. Sygnah®- THC na chromatogramie gazowym odpowiadecwi
sumie zawarti A’-THC znajdujcego st w probce orazA®-THC powstatego z 9-
karboksy-THC obecnego w prébce.

Warunki analizy GC i GC/MS( dla prébek natywnyacl postaci sillowych pochodnych):
- kolumna kapilarna pokryta faz cieklp DB-1 (niepolarna) Ilub RTX 5
(Sredniopolarna),
- temperatura dozownika i detektora 250, 290° C odgamo, dozownika i linii
transferowej w przypadku GC/MS 270 - 280° C anamita jondw 230° C,
- temperatura kolumny 100° C (1-3 min), narost teéhdo 10° C/min do 280° C, 30

min izotermicznie 280° C.



W tabeli 3 przedstawiono wyniki analizy GC niektciny kannabinoidow przy ayciu
kolumny DB-1 i HP-50.

Tab. 3. Wzgldne czasy retencji (wzglem THC) niektérych kannabinoidow na
chromatogramie gazowym przy zyciu kolumny DB-1(niepolarnej) i HP-50
(Sredniopolarnej).

o Typ kolumny GC
Kannabinoid DB-1 HP-50
Wzgledny czas retencji (wzgtlem
THC) fyrhe
THV 0,885 0,902
CBL 0,922 0,907
CBD 0,942 0,935
THC-C4 0,942 0,948
CBC 0,956 0,924
A®THC 0,988 0,981
A>-THC 1 1
CBG 1,026 1,012
CBN 1,033 1,046

W tabeli 4 przedstawiono wyniki analiz GC/MS/E€kiorych natywnych kannabinoiddw.

Tab. 4. Najintensywniejsze jony fragmentacyjne Z6&6) na widmie mas EI niektorych
kannabinoidéw.

Kannabinoid m/z jonu molekularnego m/z jonéw fragmentacyjnych (intensyws®
(intensywng@¢ wzgkdna ) wzgkdna )

A®-THC 314(75%) 299(100%), 231(50%), 243(37%), 258(25

A®-THC 314(100%) 232(90%), 259(62%), 272(37%)

CBD 314(10%) 231(100%)

CBN 310(5%) 295(100%)

CBG 316(25%) 193(100%), 231(45%)

CBC 314(5%) 231(100%)

THV 286(75%) 271(100%), 243(70%), 203(50%)

Na widmie mas El sililowej pochodn}- THC intensywnym jonemdaizie m/z 386 (M) i
m/z 371 (M-15); na widmie mas El sililowej pochofiaé-karboksy-THC intensywnymi
jonami eda m/z 488 (M ), m/z 473 (M-15) i m/z 371(M-117).



V.2.2. Oznaczanie\>-THC metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)

Ekstrakcg przeprowadza sijak w punkcie V.2.1. Odparowany ekstrakt rozpuazsz w
metanolu lub metanolu z chloroformem (9:1). Jakcomwaw wewrtrznych wywa sk
najczsciej ftalandéw (detekcja UV).

Izokratyczne warunki analizy HPLC:

(metoda 1)
« kolumna RP C-18, 250 mm x 4,6 mm, 5 um;
. fazaruchoma 0,02 N43O, - 20% i metanol 80%;
« przeptyw fazy ruchomej 2,0 mi/min;
- detektor spektrofotometryczny UV, 220 lub 254 nm;
lub (metoda 2)
« kolumna RP C-8, 150 mm x 4,6 mm, 3um;
- faza ruchoma : metanol (85%), woda (14,2%), kwasveg (0,8%);
- przeptyw fazy ruchomej 1,5 mi/min;

- detektor spektrofotometryczny UV, 230 nm.

Tab. 5. Przyktadowe wyniki rozdzialu HPLC ekstrakdslinnego konopi (wart€ci zalezg

od warunkow laboratorium i parametrowytych materiatow).

Skfadnik Metoda 1 Metoda 2
ekstraktu Czas retencjiimin] Czas retencji[min]
CBvV -- 4,0
CBD 2,5 4,1
CBG 2,5 4,1
THV -- 4,6
CBDA 3,5 4,6
CBGA 5,0 55
CBN 50 57
THC 6,0 6,4
THVA -- 7,7
CBC 8,0 7,7
CBNA 12,0 --
THCA 14,0 11,4
CBCA 17,0 12,7
Wz.wewn. 19,0 17,6




Gradientowe warunki rozdziatu:

kolumna RP C-8, 250 mm x 4,6 mm, 10um;

faza ruchoma A — acetonitryl, faza ruchoma B — woda

gradient: od 25% A i 75% B do 85% A i 15% B w cea36 min, narost liniowy;
przeptyw fazy ruchomej 2 ml/min;

detektor spektrofotometryczny UV, 254 nm;

lub

kolumna RP C-18, 150 mm x 4,6 mm, 3um lub RP C2568, mm x 4,6 mm, 5um;
faza ruchoma A — metanol, faza ruchoma B — 0,022,804

gradient: od 80% Ai20% B do 90% A i 10% B w cea®0 min, narost liniowy;
przeptyw fazy ruchomej 1,5 ml/min;

detektor spektrofotometryczny UV, 230 nm.

Tab.6. Przyktadowe wyniki rozdziatu HPLC ekstrakanopi w warunkach gradientowych

(wartcsci zalezag od warunkdéw laboratorium i parametrovwytych materiatow).

Sktadnik = Czas retencjijmin]
CBV 7,4
CBD 7,8
CBG 8,3
THV 8,6
CBDA 9,4
CBGA 11,8
CBN 12,0
THC 13,7
THVA 15,6
CBC 16,9
THCA 21,5
CBCA 23,1

V.2.3. Metody konfirmacyjne kannabinoidéw w materide biologicznym

Metody konfirmacyjne kannabinoidow w prébkach bigstanych sprowadzagjsic do

oznaczania metabolitéwA®-THC, gtéwnie kwasu 11-nor-9-karbokgy-tetrahydrokanna-

binolowego (9-karboksy-THC). Kannabinoidy z moczoluje s¢ metod, hydrolizy i ekstrakciji

opisaa w punkcie V.3.2. Do moczu, przed hydrelizaleey doda wzorca wewgtrznego. Dla



celéw chromatografii gazowej jako wzorzec wetkrny mana stosowa kannabinol (CBN),
oksyfenobutazon lub ketoprofen. Do gm#onych technik chromatografii gazowej i
spektrometrii mas najlepsze deuterowane analogi 9-karboksy-THC lub wzorcezntepowe,
np. kwas meklofenamowy. Do wysokosprawnej chronrafogieczowej nadaje skannabinol

(CBN) i p-hydroksybenzoesan n-oktylu.

Oznaczanie kwasu 11-nor-9-karboksy’-tetrahydrokannabinolowego (9-karboksy-THC)
metoda chromatografii gazowej i pohczonej chromatografii gazowej ze spektrometyg mas.

Ekstrakt moczu odparowujecsilo sucha w strumieniu azotu i przeprowadzaesakcg
sililowania za pomag N,O-bis(trimetylosiliio)acetamidu (BSA) lub N,Osbstrimetylo-
sililotrifluoroacetamidu (BSTFA), z ewentualnym 1%odatkiem trimetylochlorosilanu
(TMCS). Do doktadnie wysuszonego ekstraktu dodajenmseszaniny sililujcej i reakag
sililowania przeprowadza giw zamknetym naczynku w czasie ok. 0,5 godziny w
temperaturze 80° C. Mieszaginreakcyjry po ochtodzeniu analizuje ¢si metod
chromatografii gazowej z detektorem FID (GC/FID)b Iyohczonymi technikami
chromatografii gazowej z detekgpektrometrem mas (GC/MS).

9-karboksy-THC mima réwnie oznacza jako dimetylovs pochodn. Reakc
przeprowadza eiza pomog wodorotlenku tetrametyloamoniowego (TMAH). TMAH i
dimetylosulfoksyd dodaje sido wysuszonego ekstraktu moczu, po 2 min dodajekjo
metylu a po dalszych 10 min 0,1 M HCI i ekstrahapge pomog izooktanu. Warstw
izooktanowy oddziela sj i odparowuje w strumieniu azotu.

Warunki analizy GC i GC/MS:

- kolumna pokryta faz cieklys niepolara lub sredniopolarg ( RTX -1, RTX-5 lub

odpowiedniki);

- detektor ptomieniowo-jonizacyjny (FID), temperat@20° C;

« dozownik 250 - 290° C;

- temperatura kolumny - izotermicznie 240° C, w geadie od 150 do 270° C przy

naracie od 5 do 25° C/min;

- jonizacja El lub CI.

Tab. 7. Gtéwne jony na widmach mas El pochodnyéla®oksy-THC.

Zwigzek Jon Gtowne jony
molekularny = fragmentacyjne
Dimetylowa pochodna 372 357, 313
9-karboksy-THC-di TMS 488 473, 371




Oznaczanie 9-karboksy-THC metod chromatografii cieczowe]

Szybky metod), pozwalagca wykry¢ 9-karboksy-THC o skeniu rzdu nanograméw na
mililitr bez uprzedniej derywatyzacji moczu jest s@kosprawna chromatografia cieczowa
na kolumnach z odwrdcen faza i detektorem spektrofotometrycznym UV Ilub
elektrochemicznym (ECD). Do oznaczaniasdionajczsciej stosuje s metod wzorca

wewretrznego, a jako wzorce stosuje ap. kannabinol lub p-hydroksybenzoesan n-oktylu.

Przyktadowe warunki analizy HPLC:
«  kolumna RP C-8, 250 mmx 4,6 mm, 5um;
. faza ruchoma mieszanina acetonitrylu i 50 mM kwiastorowego (65 : 35);
« przeptyw fazy ruchomej 1,5 mi/min;
- detektor spektrofotometryczny UV, 211 nm,
lub
«  kolumna RP C-8, 250 mmx 4,6 mm, 5um;
. faza ruchoma mieszanina acetonitrylu, metanol028,H,SO, (35 : 15 : 50);
« przeptyw fazy ruchomej 1,1 ml/min;
- detektor elektochemiczny ECD,110 mV (Ag/AgCl)(ekekta pracujca z wegla

szklistego).
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