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Für meine Eltern 



 

„Misura ciò che è misurabile, e rendi misurabile ciò che non lo è.” 

  

Galileo Galilei 

 

(„Alles messen, was messbar ist - und messbar machen, was noch nicht messbar ist.“) 
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1. Einleitung und Zielsetzung 

Cannabis ist die am häufigsten konsumierte illegale Droge. Die psychoaktive Wirkung von 

Cannabis ist überwiegend auf den Bestandteil delta-9-Tetrahydrocannabinol (THC) 

zurückzuführen. Dieser Wirkstoff kann nach entsprechendem Konsum in Blut bzw. Serum 

analytisch nachgewiesen werden. Für die quantitative Bestimmung von THC in Blut bzw. 

Serum existieren etablierte chromatographisch-massenspektrometrische Messmethoden. 

Diese werden hauptsächlich zur Untersuchung von verkehrsauffälligen Kraftfahrern zur 

Erhöhung der Verkehrssicherheit eingesetzt. 

Im Jahre 2004 wurde in Deutschland ein von der Grenzwertkommission vorgeschlagener 

Grenzwert von 1 ng/mL für die Konzentration von THC in Serum im Straßenverkehrs-

gesetz (StVG) rechtlich etabliert. Ab dieser Konzentration erscheint es auch nach 

Auffassung des Bundesverfassungsgerichtes (BVG) möglich, dass eine Beeinflussung der 

Fahrtüchtigkeit durch Cannabis vorliegen kann. 

Hierdurch gewinnt die Frage nach der Genauigkeit und Vergleichbarkeit für THC-

Messungen im Konzentrationsbereich des bestehenden Grenzwertes zunehmend an 

Bedeutung. 

Eine hinreichende Genauigkeit und die Zuverlässigkeit von Messergebnissen solcher 

Messungen kann durch ihre metrologische Rückführung auf ein nationales Normal 

sichergestellt werden. International anerkannte, nationale Normale bilden die Grundlage 

für die weltweite Vergleichbarkeit von Messergebnissen. 

Voraussetzung dafür ist ein höherwertiges, möglichst ein primäres Messverfahren durch 

das eine Rückführung auf das internationale Einheitensystem hergestellt werden kann.  

Eine Primärmessmethode ist definitionsgemäß eine Methode, welche keinen Bezug zu 

einem anderen Messverfahren für die gleiche Messgröße benötigt. Sie sollte die höchsten 

messtechnischen Qualitäten besitzen, ihre Funktionsweise sollte möglichst vollständig 

beschrieben und verstanden sein und es sollte eine vollständige Angabe der 

Messunsicherheit im internationalen Einheitensystem aufgestellt werden können. 

 

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, für die quantitative Bestimmung von THC in 

Serum eine Primärmethode zu erarbeiten, welche die Grundlage eines nationalen Normals 

für diese Messgröße im relevanten Konzentrationsbereich bilden kann.  

Eine Voraussetzung dafür ist eine genaue Charakterisierung einer THC-Reinsubstanz.  

Die neu entwickelte Primärmethode soll den bereits etablierten Messmethoden 

metrologisch überlegen sein und die Rückführung für THC-Messungen mit hoher 
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Genauigkeit gewährleisten. Mit diesem Schritt wird die Voraussetzung für die 

Bereitstellung eines nationalen Normals geschaffen.  

Im Rahmen der Arbeit stand neben der Entwicklung der Primärmethode die anschließende 

Betrachtung aller Einflussfaktoren der gesamten Messunsicherheit im Konzentrations-

bereich des bestehenden Grenzwertes, gemäß des Guide to the expression of uncertainty 

in measurement (GUM), im Vordergrund.  

 

Anknüpfend an die THC-Nachweisbarkeit in Serum befasste sich die Arbeit mit in Urin 

nachweisbaren Konsummarkern für Cannabis. 

Bei einer Verdachtsgewinnung auf aktuellen Cannabiskonsum im Straßenverkehr stellen 

immunologische Vortests ein wichtiges Hilfsmittel dar. Die Einführung des Grenzwertes für 

THC hat nicht nur für die THC-Bestimmung in Serum Auswirkungen, sondern stellt auch 

an zielgerichtete Vortests in Urin neue Anforderungen.  

Einem positiv angezeigten Vortest folgt regelmäßig die kosten- und aufwandsintensivere 

THC-Analyse in Serum mit Hilfe von beweissicheren Messmethoden. Immunologische 

Vortests in Urin basieren derzeit auf dem Hauptmetaboliten des THCs, dem 11-nor-9-

Carboxy-Tetrahydrocannabinol (CTHC) bzw. dessen Glucuronid (CTHCglu). Die genannten 

Metabolite weisen den Cannabiskonsum sicher nach, sind aber relativ lange nachweisbar 

und führen daher aufgrund des seit 2004 bestehenden Grenzwertes für THC zu einer 

hohen Anzahl falsch-positiver Vortestergebnisse. Für die Reduzierung der falsch-positiven 

Ergebnisse, wäre es aus diesem Grunde optimal, wenn der Marker in Urin anzeigt, dass 

mindestens eine THC-Konzentration von 1 ng/mL in Serum vorliegt.  

In der Literatur wurde ein Nebenmetabolit des THCs, das THC-Glucuronid (THCglu), als 

mögliche Markersubstanz in Urin für frischen Cannabiskonsum diskutiert, da es ein 

vergleichbares Ausscheidungsmuster in Urin zeigt wie THC in Serum. 

 

Ein weiteres Ziel der Arbeit bestand darin, zu prüfen, ob das THCglu möglicherweise einen 

besseren Urinmarker für aktuellen Cannabiskonsum und die Anwesenheit von THC im 

Serum darstellt als CTHC und somit die Effizienz der THC-Analytik durch eine verbesserte 

Vorauswahl von Probanden bzw. von Proben erhöhen könnte. Hierzu wurden Urinproben 

potentieller Cannabiskonsumenten sowohl auf THCglu als auch auf CTHC für einen 

anschließenden Vergleich beider Markersubstanzen untersucht.  

Für die Bestimmung von THCglu in Urin wurde ein Messverfahren benötigt. Dies sollte mit 

Flüssigkeitschromatographie gekoppelt mit Tandem-Massenspektrometrie (LC/MS/MS) 

realisiert werden. 
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2. Theoretische Grundlagen 

2.1. Drogenproblematik 

Drogenkonsum ist ein weltweites Problem. Die zunehmende Globalisierung führte dabei 

zu einer sich verschärfenden Problematik. Allein in Europa war in den vergangenen zehn 

Jahren ein ständiger Anstieg des Drogenkonsums zu verzeichnen. Aus dem Bericht der 

Europäischen Beobachtungsstelle für Drogen und Drogensucht (European Monitoring 

Centre for Drugs and Drug Addiction – EMCDDA) in Lissabon gehen die folgenden Aspekte 

der aktuellen Situation Europas hervor, wobei zum einen der Alkohol und zum anderen 

illegale Drogen betrachtet werden. Nach einer allgemeinen Zusammenfassung werden 

besonders Cannabis und die genauere Situation in Deutschland betrachtet [3]. 

 

Durch das stärkere Zusammenwachsen der einzelnen europäischen Staaten kam es 

gleichzeitig zu einer verstärkten Zusammenarbeit gegen den steigenden Drogenkonsum. 

Die ersten Anzeichen auf Erfolg in diese Richtung gehen aus dem Jahresbericht 2007 der 

Europäischen Beratungsstelle für Drogen und Drogensucht (EBDD) hervor. Zum ersten 

Mal nach über zehn Jahren konnte von einer Stabilisierung der Lage berichtet werden. 

Der Konsum von Drogen im Allgemeinen hat im vergangenen Jahr in den meisten 

Mitgliedsstaaten nicht weiter zugenommen. Natürlich müssen die einzelnen Drogenarten 

getrennt betrachtet werden. So zeigte sich beim Kokainkonsum eine Zunahme. Hingegen 

haben Heroin und Cannabis an Popularität verloren. Auffällig ist, dass trotz stagnierenden 

oder rückläufigen Konsums weiterhin eine hohe Zahl an drogenbedingten Todesfällen zu 

verzeichnen ist. 

Die am häufigsten konsumierte illegale Droge ist Cannabis. Schätzungen zufolge hat fast 

jeder vierte Erwachsene in der Europäischen Union (EU) - etwa 70 Millionen Menschen - 

Cannabis schon einmal probiert, und rund 23 Millionen haben es in den letzten zwölf 

Monaten konsumiert. Die Verbreitung ist bei Jugendlichen (zwischen 15 und 34 Jahren) 

allgemein höher, besonders bei männlichen Jugendlichen.  

Nach einem stark gestiegenen Cannabiskonsum in den 90er Jahren weisen die Daten nun 

darauf hin, dass sich die Situation insgesamt stabilisiert hat. In einigen Ländern ist der 

Konsum sogar rückläufig geworden. Es zeigte sich, dass nur ein relativ geringer Anteil der 

Konsumenten die Droge regelmäßig einnimmt. Dennoch konsumierten ungefähr 1 % der 

Erwachsenen (zwischen 15 und 64 Jahren) in der EU täglich oder fast täglich. 
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2.2. Cannabis 

In diesem Abschnitt werden Cannabis und seine psychoaktiven Bestandteile zunächst 

eingehend von chemischer und biologischer Seite betrachtet. Der Hauptwirkstoff in 

Cannabis ist das bereits in der Einleitung erwähnte Cannabinoid THC. Es werden die 

Aufnahme und der Abbau der Substanz im Körper betrachtet, sowie der Metabolismus 

und die Wirkungsweise von THC erläutert.  

 

Cannabis sativa L. ist der lateinische Name für Hanf. 

Die Pflanze stammt ursprünglich aus Zentralasien und 

wurde vermutlich zuerst in China kultiviert. Der 

Wortstamm Canna kommt aus dem Indischen und 

bedeutet Hanf. In Europa wurde die Cannabispflanze 

(Abb. 2-1) zunächst überwiegend wegen seiner 

festen Fasern und nahrhaften Samen genutzt. Die 

seit über 5000 Jahren kultivierte Pflanze wird heute 

oft chemotypisch in Abhängigkeit vom THC- und 

Cannabidiolgehalt (CBD) in Drogen- und Faserhanf 

eingeteilt. Marihuana bezeichnet die getrockneten 

weiblichen Blütenstände und Blätter der Hanfpflanze 

(1-25 % THC). Haschisch hingegen sind die 

zusammengepressten Harzdrüsen (5-20 % THC).  

 

Das Cannabinoid, welches hauptsächlich für die psychoaktive Wirkung verantwortlich ist, 

wird als trans (-) delta-9-Tetrahydrocannabinol bezeichnet und mit THC abgekürzt. Die 

korrekte chemische Struktur wurde 1964 von Gaoni und Mechoulam aufgeklärt [39]. Die 

aus der Struktur abgeleitete ausführliche Bezeichnung für THC ist nach dem Nummerie-

rungssystem von Dibenzopyran abgeleitet und als (6aR-trans)-6a, 7, 8, 10a-tetrahydro-

6, 6, 9-trimethyl-3-pentyl-6H-dibenzo-[b, d]pyran-1-ol definiert. Die chemische Summen-

formel von THC wird mit C21H30O2 zusammengefasst und entspricht somit einem 

Molekulargewicht von 314,47 g/mol. Es existieren noch weitere Benennungssysteme, 

wodurch mehrere chemische Bezeichnungen für ein und dieselbe Substanz auftreten 

können. Als Wirkstoff in Arzneimitteln wird es Dronabinol genannt, synthetisch 

hergestelltes THC findet man unter dem Namen Marinol.  

 

Abb. 2-1 Cannabispflanzen 
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Neben dem THC sind noch 66 

weitere Cannabinoide bekannt, die 

ebenfalls in der Pflanze vor-

kommen. Insgesamt wurden bis 

heute 483 natürliche Inhaltsstoffe 

identifiziert [37]. Die Abb. 2-2 

zeigt die Strukturformel des THC-

Moleküls.  

2.2.1. Absorption, Verteilung und Elimination von THC  

Die häufigste Applikationsform von Cannabis ist inhalativ, indem eine Cannabiszigarette 

(Joint) geraucht wird. Eine weitere Konsumart stellt die perorale Verabreichung dar, z. B. 

wird Dronabinol als Medikament in Form von Kapseln dem Körper zugeführt. Andere 

Aufnahmeformen wie rektal, transdermal oder sublingual kommen seltener vor. Nach der 

Inhalation von Cannabisrauch wird THC sehr schnell absorbiert und ist bereits nach 

einigen Sekunden im Blut nachweisbar. Die Bioverfügbarkeit ist abhängig von den THC-

Verlusten durch die Pyrolyse [14] sowie der Inhalationstechnik [78, 97] und schwankt 

somit bei inhalativer Aufnahme zwischen 15 % und 50 % [14]. In der ersten 

Verteilungsphase wird THC rasch in gut durchblutetes Gewebe, beispielsweise in das 

Gehirn, weitergeleitet. Die Anreicherung in weniger durchblutete Bereiche erfolgt 

verzögert und bewirkt eine Umverteilung in die Hauptverteilungsorte wie z. B. Körperfett 

[67, 74]. Das Verteilungsvolumen von THC beträgt  nach Abschluss der Verteilung im 

steady state etwa 10 Liter pro Kilogramm Körpergewicht [77]. Dieser hohe Wert ist 

typisch für lipophile Verbindungen und zeigt die Einlagerung in weniger gut durchblutete 

Körperkompartimente an. Die Rückdiffusion von THC aus dem Fettgewebe bestimmt die 

Geschwindigkeit der Elimination in der Spätphase. Im Vergleich zu gelegentlichem oder 

einmaligem Konsum führt die Einlagerung von THC in tieferliegende Kompartimente bei 

Dauerkonsumenten zur Kumulation [60] mit einer verlängerten Eliminationszeit von THC. 

Die terminale Halbwertszeit für THC im Blut wird zwischen 1-4 Tagen angegeben [97], 

kann jedoch in Extremfällen höhere Werte annehmen [66]. Wenig wasserlösliche 

Metabolite werden über die Faeces, besser wasserlösliche Metabolite im Urin 

ausgeschieden. THC sowie dessen Stoffwechselprodukte treten fast ausschließlich an 

Plasmaproteine gebunden auf, hauptsächlich an Lipoproteine (60 %), Albumin und roten 

Blutkörperchen (10 %) [14, 132]. Die hohe Proteinbindung erklärt die relativ niedrige 

renale Ausscheidung (bis etwa 30 %) im Vergleich zur fäkalen Ausscheidung. So werden 

bis zu 65 % der aufgenommenen THC-Menge im Faeces ausgeschieden [26, 126].   

O

CH3

CH3

CH3

OH

CH3
 

Abb. 2-2 Strukturformel des THC-Moleküls 
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2.2.2. Metabolismus von THC 

Der Metabolismus von THC ist sehr komplex, da das Molekül viele Angriffspunkte für 

einen Abbau bietet. Das wichtigste Stoffwechselorgan ist die Leber. Geringfügiger an der 

Biotransformation beteiligt sind Lunge und Darm [14]. Zwischen Männern und Frauen 

besteht kein Unterschied im Stoffwechsel von THC [126]. Allgemein kann der 

Metabolismus in zwei Phasen eingeteilt werden. Wichtige Reaktionsprozesse in Phase I 

stellen beispielsweise Oxidationen, Reduktionen oder Hydrolysen dar. Im Gegensatz dazu 

sind Phase II-Reaktionen als Konjugationsreaktionen bekannt, bei denen es zu 

enzymatisch katalysierten Anlagerungen z. B. von Glucuronsäure-, Sulfat-, Aminosäure-, 

Acetyl- und Methylgruppen kommt. Eine Übersicht zum Metabolismus nach Harvey und 

Paton [53] zeigt die Abb. 2-3; der Hauptmetabolisierungsweg ist blau eingezeichnet und 

der Metabolisierungsschritt zum THCglu orange. 

O

CH3

CH3

CH3

OH

CH3

11-OH-THC

CTHCCTHC-Glucuronid

Glucuronid

Fettsäure-Konjugat

Hydrierung

Epoxid Glutathion-Konjugat

Diol

OH C=O

a-OH

ß-OH

Keton

AB

C

 

Abb. 2-3 Übersicht des Metabolismus von THC nach Harvey und Paton [53] und 

Darstellung des Hauptmetabolisierungsweges (blau) sowie des Metabolisierungs-

schrittes zum THCglu (orange) 

In der Phase I des Metabolismus von THC führt ein großer Teil des Abbaus zunächst zu 

Hydroxyverbindungen, die durch anschließende Oxidation in Säuren umgewandelt 

werden, wobei besonders Cytochrom P-450-Enzyme (CYP) eine wichtige Rolle spielen [12, 

16, 89]. Eine mikrosomale Hydroxylierung durch CYP2C9 am allyl-ständigen 

Kohlenstoffatom von Ring C führt zu 11-Hydroxy-Tetrahydrocannabinol (11-OH-THC), 



Theoretische Grundlagen  Seite 14 

einem pharmakologisch noch aktiven Metaboliten. Diese Verbindung wird weiter oxidiert 

zum nicht mehr psychoaktiven 11-nor-9-Carboxy-Tetrahydrocannabinol (CTHC) [128]. 

Die Konzentrationen von THC, 11-OH-THC und CTHC in Plasma nach Inhalation von THC 

sind in der Abb. 2-4 dargestellt und gehen auf Daten einer klinischen Studie von Huestis 

et al. [59] zurück. Dargestellt sind die jeweiligen Konzentrationsverteilungen am Beispiel 

eines Probanden nach dem Rauchen eines Joints mit 3,55 % THC-Gehalt.  

Es ist gut zu erkennen, dass der Metabolismus von THC sehr rasch einsetzt. Das 

Zwischenprodukt 11-OH-THC wird ebenfalls schnell weiter zu CTHC oxidiert, welches in 

Plasma wesentlich länger nachweisbar ist als THC selbst. 
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Abb. 2-4 Darstellung der Plasmakonzentrationen als Zeitverlauf für THC, 11-OH-THC 

und  CTHC am Beispiel eines Probanden nach dem Rauchen eines Joints mit 3,55 % 

THC-Gehalt, ermittelt in einer klinischen Studie [59] 

Das CTHC wiederum wird in Phase II des Metabolismus über die Säuregruppe an die 

Glucuronsäure gebunden. Dieser Schritt wird von Uridindiphosphat-Glucuronosyl-

Transferase (UGT)-Enzymen katalysiert, um die Substanz hydrophiler zu machen und 

damit eine Ausscheidung über den Urin zu ermöglichen. Es entsteht bei der Umsetzung 

das entsprechende Glucuronid (CTHCglu), welches den Hauptmetaboliten von THC in Urin 

darstellt [133] und in deutlich höheren Konzentrationen als freies CTHC vorliegt [116, 

118, 129].  

Säuren und konjugierte Glucuronide dominieren allgemein die Ausscheidung über den 

Urin.  

Das CTHC (frei und als Glucuronid gebunden) dient aufgrund seiner relativ langen 

Detektierbarkeit als Nachweis für Cannabiskonsum und findet beispielsweise in 
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immunologischen Vortests Anwendung. Die Konzentration von CTHC in Serum ist 

außerdem für die Einschätzung der Konsumfrequenz bedeutend [22]. 

In einem wesentlich geringeren Maß als CTHCglu ist das THC-Glucuronid (THCglu), ein 

Nebenmetabolit, in Urin vorhanden [117].  

Die enzymatische Kopplung von THC mit der Glucuronsäure erfolgt an der phenolischen 

OH-Gruppe des THC-Moleküls. In vitro -Studien konnten zeigen, dass dieser Meta-

bolisierungsschritt bevorzugt von den Enzymen UGT2B7, UGT1A7 und UGT1A10 vollzogen 

wird, wobei sieben der etwa 50 bekannten UGT-Enzyme getestet wurden [79]. Die 

Gruppe der UGT-Enzyme wird allgemein in zwei Unterfamilien (UGT1A und UGT2B) 

eingeteilt. Sie unterscheiden sich in ihrer genetischen Kodierung und sind teilweise 

substratspezifisch. Für die Glucuronidierung von CTHC scheint bevorzugt das Enzym 

UGT1A3 verantwortlich zu sein. Die enzymatische Darstellung von THCglu ist schematisch 

in der Abb. 2-5 gezeigt.  
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Abb. 2-5 Enzymatische Umsetzung von THC zu THCglu mittels UDP-Glucuronosyl-

Transferase und Cofaktor Uridin 5’-Diphosphat-Glucuronsäure 

In einer früheren Laborstudie von Manno et al. [87] wurde THCglu als möglicher Marker 

für frischen Cannabiskonsum diskutiert. Dabei wurden nach entsprechendem Konsum die 

Konzentrationen von THC in Plasma und THCglu in Urin einander gegenübergestellt. Die 

folgende Abb. 2-6 geht auf diese Untersuchung zurück und zeigt den zeitlichen 

Konzentrationsverlauf nach Rauchen einer Cannabiszigarette mit einem THC-Gehalt von 
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3,58 %. Die Ausscheidungsmuster von THC in Plasma und THCglu in Urin zeigten einen 

ähnlichen Verlauf. 
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Abb. 2-6 Zeitlicher Konzentrationsverlauf von THC in Plasma und THCglu in Urin 

nach Konsum einer Cannabiszigarette mit einem THC-Gehalt von 3,58 % nach einer 

Studie von Manno et al. [87] 

Der Hauptmetabolit im Urin ist das bereits genannte CTHC (in freier und glucuronidierter 

Form). Als Marker für frischen Konsum kann diese Substanz aufgrund ihrer sehr langen 

Eliminationszeit nicht dienen. In der Praxis eingesetzte Schnelltests für Cannabis basieren 

allerdings auf CTHC und ergeben demzufolge eine relativ hohe Anzahl an falsch-positiven 

Ergebnissen [81, 105] bezogen auf den analytischen Grenzwert für THC in Serum. Zwar 

weist die Anwesenheit der Substanz den Cannabiskonsum sicher nach [21], es lässt sich 

jedoch nicht daraus ableiten, wie lange der Konsum bereits zurückliegt. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde anhand von Urinproben potentieller Cannabis-

konsumenten geprüft, ob THCglu als Marker für THC in Serum bestätigt werden kann. 

2.2.3. Wirkungen von Cannabis  

Die pharmakologische Wirkung des THCs ist stereoselektiv, wobei das natürlich 

vorkommende (-)-trans-Isomer eine höhere Wirkstärke als das (+)-trans-Isomer zeigt. 

Cannabiskonsum weist sehr unterschiedliche Wirkungen auf [24], die von vielen Faktoren 

wie Konsumart,  Dosis und dem individuellen Zustand der betreffenden Person abhängen. 

Einerseits wird die Wirkung auf die Psyche und Wahrnehmung des Konsumenten mit 

Euphorie, gesteigertem Wohlbefinden und Intensivierung der Sinneswahrnehmung 

beschrieben. Andererseits kann die Einnahme von THC zu Sedierung, Halluzinationen und 

Angstzuständen führen. Der Konsum kann außerdem die kognitive sowie motorische 
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Leistungsfähigkeit beeinflussen [108]. Beispielsweise kommt es zu Störungen des 

Kurzzeitgedächtnisses [51, 55] und der Aufmerksamkeit, zur Verschlechterung der 

Bewegungskoordination, aber auch zu assoziativen Denken und Kreativitätssteigerung. 

Weitere Wirkungen können Muskelrelaxierungen, Appetitsteigerung, erhöhte Herzfrequenz 

oder Senkung der Körpertemperatur sein. Jedoch unterliegen die Effekte des 

Cannabiskonsums Toleranzerscheinungen, d. h. bei regelmäßig konsumierenden Personen 

zeigen sich einige Wirkungen in abgeschwächter Form [111]. 

Die meisten Wirkungsmechanismen der Cannabinoide verlaufen über zentrale Rezeptoren. 

Bekannt sind die spezifischen CB1-und CB2-Rezeptoren. Die CB1-Rezeptoren befinden 

sich in besonders hoher Konzentration im zentralen Nervensystem, aber auch in 

bestimmten peripheren Organen und Geweben, beispielsweise der Milz, endokrinen 

Drüsen sowie im Harn- und Gastrointestinaltraktes [47, 99]. Einige befinden sich an 

zentralen und peripheren Nervenenden und bewirken dort vermutlich eine Beeinflussung 

der Neurotransmitterfreisetzung, was eine veränderte Schmerzwahrnehmung erklären 

würde. Hohe Konzentrationen im Großhirn, Hippocampus und in den Basalganglien 

könnten die Beeinträchtigung der Wahrnehmung und des Gedächtnisses sowie die 

Veränderung der motorischen Fähigkeiten erklären. CB2-Rezeptoren kommen dagegen 

vor allem in Zellen des Immunsystems (Leukozyten, Milz) vor [100]. THC kann über diese 

Rezeptoren Effekte auf die zelluläre und humorale Immunität ausüben. Einige dieser 

Wirkmechanismen werden in der Medizin für unterschiedliche Anwendungen genutzt [48]. 

2.3. Drogen und Straßenverkehr 

Beim Fahren unter dem Einfluss psychoaktiver Substanzen, welche die Fahrtüchtigkeit 

beeinträchtigen, gefährdet der Fahrer sich und weitere Personen. Zu den psychoaktiven 

Substanzen zählen Alkohol, Drogen sowie Medikamente (Psychopharmaka). Die am 

weitesten verbreitete Substanz, mit welcher heutzutage auf europäischen Straßen 

Menschenleben gefährdet werden, ist der Alkohol, gefolgt von Cannabis und den 

Benzodiazepinen. Aus verschiedenen Studien und Leistungstests ist bekannt, inwieweit 

diese Substanzen zu einer Verminderung der Fahrtüchtigkeit führen. Der Grad der 

Beeinträchtigung ist abhängig von Dosis, Verträglichkeit, Gewöhnung und Zeitpunkt des 

letzten Konsums. Erwartungsgemäß zeigten Bewertungsstudien, dass das Risiko, in einen 

Verkehrsunfall verwickelt zu werden, signifikant zunimmt, wenn eine Kombination aus 

Alkohol und anderen Drogen vorliegt [76]. 

Der Nachweis von Drogen im Straßenverkehr verläuft innerhalb der EU in ähnlicher Weise. 

Den ersten Schritt stellt der Kontakt mit einem Polizeibeamten dar, der feststellt, ob ein 

Verdachtsmoment auf den Einfluss durch berauschende Mittel besteht. Ist dies der Fall, 
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folgt meistens eine Verdachtserhärtung durch die Anwendung eines Drogenvortests. 

Vorangegangener Alkoholkonsum kann mit Hilfe einer Messung des Atemalkohols 

festgestellt werden, bei anderen Rauschmitteln werden häufig Urin- oder Speicheltests 

angewandt. Einem positiv angezeigten Vortest folgt die Blutentnahme zum Nachweis des 

Drogenkonsums mittels beweissicherer Methoden, der gegebenenfalls zu einer ent-

sprechenden Sanktion des Betroffenen führt. 

Die Folgen des Fahrens unter Drogeneinfluss sind von den jeweiligen gesetzlichen 

Regelungen des betreffenden Landes abhängig. Innerhalb der EU weisen die rechtlichen 

Reaktionen erhebliche Unterschiede auf. Es besteht daher ein dringender Harmoni-

sierungsbedarf [40]. 

 

In mehreren Studien wurde die Beeinträchtigung von Cannabis auf das Unfallrisiko 

untersucht [35, 107, 125]. Eine bestimmte Konzentration, ab der die absolute 

Fahruntüchigkeit unter Cannabiseinfluss sicher bewiesen ist, konnte nicht festgelegt 

werden. Trotz vieler Untersuchungen und Grenzwertvorschlägen [33, 49] liegen weiterhin 

erhebliche Defizite zur Einschätzung von Cannabis und Verkehrssicherheit vor. Von 

wissenschaftlicher Seite ist immer noch ungeklärt, welche Risiken von Cannabiswirkungen 

ausgehen und wie lange sie anhalten. So zeigte beispielsweise eine Untersuchung, dass 

nicht davon ausgegangen werden kann, dass unterhalb des eingeführten Grenzwertes von 

1 ng/mL THC im Serum keine Beeinträchtigung mehr vorliegt. Man spricht hier von der 

gefährlichen Spätphase des Konsums [34].  

Auffälligkeiten nach Cannabiskonsum sind wohl feststellbar, allerdings korrelieren sie nicht 

zwingend mit der Konzentration von THC im Blut oder Serum.  

2.3.1. Gesetzliche Regelungen 

In Deutschland wird das Fahren unter dem Einfluss von psychotropen Substanzen zum 

einen strafrechtlich und zum anderen als Ordnungswidrigkeit verfolgt. 

Die Paragraphen §§315/316 des Strafgesetzbuches (StGB) bestimmen, dass ein 

Straftatbestand vorliegt, wenn das Führen eines Fahrzeugs unter mangelnder 

Fahrtüchtigkeit erfolgte. Das Gesetz greift nach dem Genuss von Betäubungsmitteln in der 

Praxis allerdings nur selten, da in jedem Einzelfall die Fahruntüchtigkeit des Fahrers 

nachzuweisen wäre, was aufgrund des Verhaltensbildes nicht immer gelingt. Derzeit wird 

allerdings immer noch kontrovers diskutiert, ob es möglich ist - analog zum Blutalkohol -  

einen THC-Grenzwert für die absolute Fahruntüchtigkeit festzulegen. Für den Alkohol 

wurde durch die Rechtssprechung bei einer Blutalkoholkonzentration (BAK) von 
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1,1 Promille die absolute Fahruntüchtigkeit festgelegt [1], sodass die Gerichte ab dieser 

Konzentration das StGB anwenden. 

Unterhalb dieser Konzentration gilt das sogenannte per se -Gesetz für Alkohol nach §24a 

des Straßenverkehrsgesetzes (StVG). Es war bis 1998 nur auf Alkohol bezogen und wurde 

nach langjähriger Forderung für andere psychoaktive Substanzen, u. a. delta-9- 

Tetrahydrocannabiniol (THC), erweitert.  

Das Gesetz wird zum Zweck einer Abwehr möglicher Gefahren angewandt und zieht ein 

Ordnungswidrigkeitsverfahren nach sich. Je nach Konsum und Konsumgewohnheiten 

kann auch ein Fahrerlaubnisverfahren folgen.  

Nach §24a StVG verstößt auch ein unbeeinflusst erscheinender Kraftfahrer gegen die 

Vorschrift, wenn er unter Drogen ein Fahrzeug lenkt. Nach dem Wortlaut der Vorschrift 

würde eine absolute Nullgrenze für das Fahren unter Drogen gelten.  

Je nach Labor, das den Nachweis liefern soll, Drogenart und angewandter 

Nachweismethode für die jeweilige Substanz sind technisch innerhalb einer gewissen 

Bandbreite unterschiedliche  Nachweisgrenzen zu erwarten. Deshalb wurden im 

November 2002 von der Grenzwertkommission der Deutschen Gesellschaft für 

Rechtsmedizin analytische Grenzwerte für die in §24a StVG aufgeführten Substanzen 

vorgeschlagen [45]. Die Grenzwertkommission ist eine fachübergreifende Arbeitsgruppe, 

die vor allem eine beratende Funktion der Justiz und des Bundesministeriums für Verkehr 

ausübt. In der folgenden Tab. 2-1 sind die vorgeschlagenen Grenzwerte aufgelistet.  

Tab. 2-1 Von der Grenzwertkommission vorgeschlagene Grenzwerte der Substanzen 

in der Anlage des §24a StVG 

Substanz Konzentration 

∆-9-tetrahydrocannabinol (THC) 1 ng/mL 

Morphin 10 ng/mL 

Benzoylecgonin 75 ng/mL 

3,4-Methylendioxy-N-methylamphetamin (MDMA) 25 ng/mL 

3,4-Methylendioxy-N-ethylamphetamin (MDE) 25 ng/mL 

Amphetamin 25 ng/mL 

 

Im Jahre 2008 wurde die Anlage von §24a StVG um die Substanzen Kokain, 

Methamphetamin und Methylendioxyamphetamin (MDA) erweitert. 
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Bei der Analyse sollen die genannten Grenzwerte als Nachweisgrenze der jeweiligen 

Messung erreicht werden. Das Straßenverkehrsgesetz setzt für §24a die Annahme voraus, 

dass die Wirkung und Nachweisdauer der einzelnen Substanzen im direkten 

Zusammenhang miteinander stehen.  

Die direkte Beziehung zwischen nachweisbarer Konzentration und der berauschenden 

Wirkung der Substanz besteht im Fall von THC jedoch nicht immer, insbesondere bei 

regelmäßigen und chronischen Konsum ist die Nachweisbarkeit des Wirkstoffes 

verlängert.  

Aufgrund dessen wurde die absolute Nullgrenze für das Straßenverkehrsgesetz im 

Dezember 2004 [2] im Fall von Cannabis für verfassungswidrig erklärt. In seinem 

Beschluss hat das Bundesverfassungsgericht der Verfassungsklage eines Mannes 

stattgegeben, bei dem eine Konzentration von 0,5 ng/mL THC im Serum als 

nachgewiesen angenommen wurde und der nach §24a StVG verurteilt worden war. Das 

Gericht folgte dem Vorschlag der Grenzwertkommission, und es wurde ein Grenzwert für 

THC bei einer Serumskonzentration von 1 ng/mL festgelegt. Das Gericht ging davon aus, 

dass dies eine Konzentration ist, ab der es schon oder noch möglich erscheint, dass eine 

Beeinflussung durch Cannabis vorliegen kann. 

2.3.2. Analytische Grenzwerte für THC in Europa 

Auch in anderen europäischen Ländern wurden analytische Grenzwerte für THC 

eingeführt. Bei diesen Werten handelt es sich um rein analytische Werte, die den 

positiven Befund von Drogen sichern. Eine mögliche Wirkung muss nicht gewährleistet 

sein. In der folgenden Tab. 2-2 sind die analytischen Grenzwerte für THC von einigen 

Ländern in Europa aufgeführt, die sich im Bereich von 0,3 ng/g bis 2 ng/mL THC in 

Serum, Plasma bzw. Vollblut bewegen [106]. 

Tab. 2-2 Analytische Grenzwerte für THC ausgewählter Länder in Europa 

Land Analytischer Grenzwert für THC 

Deutschland 1 ng/mL in Serum 

Belgien 2 ng/mL in Blutplasma 

Frankreich 1 ng/mL in Vollblut 

Schweden 0,3 ng/g in Vollblut 

Schweiz 1,5 ng/mL in Vollblut 
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Dies zeigt, dass die Genauigkeit und Richtigkeit von Drogenanalysen von internationaler 

Bedeutung sind. In Deutschland findet in der Routineanalytik das Serum den Vorzug 

gegenüber dem Vollblut. In anderen Ländern wird überwiegend Vollblut zur Analyse 

eingesetzt. 

Blutplasma erhält man aus Vollblut durch das Abtrennen der zellulären Bestandteile. Es 

besitzt noch etwa 55 % des Volumens und enthält im Gegensatz zum Blutserum noch alle 

Gerinnungsfaktoren. Zur Serumsgewinnung setzt man dem Vollblut gerinnungsfördernde 

Separationshilfen (z. B. kaolinbeschichtete Polystyrolkügelchen) zu, welche durch die 

anschließende Zentrifugation die zellulären Bestandteile zusammen mit den 

Gerinnungsfaktoren abtrennen [31]. Serum weist gegenüber Blut zwei entscheidende 

Vorteile auf. Zum einen zeigt es erheblich geringere Matrixeffekte bei der Analyse und 

zum anderen ist die Konzentration durch die Abtrennung von Bestandteilen an THC im 

Serum 1,8- bis 2-fach höher als im Blut [19, 42]. So entspricht beispielsweise der 

analytische Grenzwert der Schweiz von 1,5 ng/mL THC in Blut einem Wert von etwa 

3 ng/mL THC in Serum. Für den Metaboliten CTHC wurde ein Plasma/Vollblut-Verhältnis 

von 1,5 festgestellt [118]. 

Aus den genannten Gründen wird für Analysen an Metrologieinstituten ausschließlich 

Serum verwendet. 

Bei der Gegenüberstellung der unterschiedlichen analytischen Grenzwerte fällt zunächst 

auf, dass alle in einem relativ geringen THC-Konzentrationsbereich liegen. Es stellt sich 

die Frage, wie genau man THC-Konzentrationen in diesem Bereich zu messen vermag. 

Aufgrund der geringen Konzentrationsniveaus muss bei der Anwendung von 

Messmethoden in Routinelaboratorien zur Bestimmung des THC-Gehaltes von einer relativ 

hohen Messunsicherheit ausgegangen werden. In der Schweiz beispielsweise wird ein 

Sicherheitszuschlag von 30 % auf den ermittelten Wert aufgeschlagen [15]. In 

Deutschland werden 100 % der erreichten Nachweisgrenze (LOD – Limit of Detection) als 

Sicherheitszuschlag bewertet, die – wie es das Gesetz für den qualitativen Nachweis 

erfordert – mindestens 0,5 ng/mL beträgt. Die mindestens zu erreichende 

Bestimmungsgrenze liegt bei 1 ng/mL, ist aber nicht die Grundlage für den 

Sicherheitszuschlag. Der Grund für die breiten Vertrauensintervalle könnte darin liegen, 

dass sich nicht genau abschätzen lässt, mit welcher Messunsicherheit in den einzelnen 

Laboratorien gemessen wird.  

2.4. Metrologie in der Chemie 

Die Physikalisch-Technische Bundesanstalt (PTB) in Braunschweig und Berlin ist die 

technische Oberbehörde der Bundesrepublik Deutschland für das Messwesen. Sie gehört 
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zum Dienstbereich des Bundesministeriums für Wirtschaft und Technologie. Die zentrale 

Aufgabe der PTB ist es, die gesetzlichen Einheiten in Übereinstimmung mit dem 

internationalen Einheitensystem (SI - Système International d'Unités) darzustellen, zu 

bewahren und im Rahmen des gesetzlichen und industriellen Messwesens weiterzugeben. 

Die PTB stellt somit das höchste metrologische Institut in Deutschland dar, mit der 

Aufgabe nationale Normale zu schaffen. Zur Sicherstellung der weltweiten Einheitlichkeit 

der Maße arbeitet die PTB mit anderen nationalen Metrologieinstituten zusammen: auf 

europäischer Ebene in EUROMET (European Collaboration in Measurement Standards) 

und auf internationaler Ebene im Rahmen der Meterkonvention.  

Die Meterkonvention ist ein Vertrag von mehreren Staaten, mit der Aufgabe, Maß und 

Gewicht international zu vereinheitlichen. Der Vertrag wurde am 20. Mai 1875 von 

siebzehn Staaten geschlossen und besteht nach heutigem Stand aus 51 

Vollmitgliedsstaaten und weiteren 26 assoziierten Staaten. Das internationale 

Einheitensystem [32] hat zwar bereits weltweit große Verbreitung gefunden, wird aber 

zum Beispiel in den USA - einem der Erstunterzeichner - in der Praxis kaum angewandt.  

2.4.1. Definitionen 

Die Metrologie ist die Lehre von Maßen, Gewichten und Maßsystemen. Die Bezeichnung 

leitet sich vom Wort Meter ab, welches auf das griechische Wort metron für Maß 

zurückgeht.  

 

Eine Primärmessmethode ist definitionsgemäß nach dem VIM (Vocabulaire international 

de métrologie) eine Methode, welche keinen Bezug zu einem anderen Messverfahren für 

die gleiche Messgröße benötigt [64].  

Die Definition einer Primärmethode wurde vom Beratenden Komitee Stoffmenge - CCQM 

(Comité consultatif pour la quantité de matière – métrologie en chimie) festgelegt und 

lautet: 

„Eine Primärmethode ist eine Methode, die die höchsten messtechnischen Qualitäten 

besitzt, deren Funktionsweise vollständig beschrieben und verstanden werden kann, für 

die eine vollständige Angabe der Messunsicherheit in SI-Einheiten aufgestellt werden 

kann“ [93]. Es wird zwischen direkten Primärmethoden und primären Verhältnismethoden 

unterschieden. Eine direkte Primärmethode misst eine Größe, ohne dass ein Bezug zu 

einem Standard der gleichen Größe benötigt wird. Die Gravimetrie, die Coulometrie und 

die Messung kolligativer Eigenschaften stellen definitionsgemäß direkte Primärmethoden 

dar. Eine primäre Verhältnismethode stellt beispielsweise die Isotopenverdünnungs-

massenspektrometie (IDMS) dar [23, 93]. 
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Die Rückführbarkeit beschreibt eine Eigenschaft eines Messergebnisses. Eine Messung ist 

rückführbar, wenn das Ergebnis innerhalb seiner bekannten Messunsicherheit mit einem 

anerkannten Standard (Normal) für die betreffende Messgröße verglichen werden kann. 

Nach DIN EN ISO 17025 wird eine Rückführung  von Messergebnissen auf das SI, wo dies 

möglich ist, gefordert [29]. Die Rückführung zweier Messungen auf das gleiche Normal 

bewirkt die Vergleichbarkeit und Richtigkeit der Messung. So wird beispielsweise die 

Bestimmung eines Masseanteils über die Kalibrierung der verwendeten Waage und die 

dabei verwendeten Kalibriergewichte über eine ununterbrochene Kette auf das Normal 

der Masse (das Urkilogramm) zurückgeführt. 

2.4.2. Messunsicherheit nach GUM 

Die chemische Analytik ist in sehr vielen Bereichen der Wirtschaft und Gesellschaft von 

Bedeutung. Die analytischen Messergebnisse bilden dabei oft die Grundlage für 

Entscheidungen und Vereinbarungen, vor allem im Gesundheitswesen, Umweltschutz und 

Handelsverkehr. Somit müssen die Messergebnisse zuverlässig und vertrauenswürdig sein 

[109]. Da jedes Messergebnis mit einer Unsicherheit behaftet ist, ist für Prüf- und 

Kalibrierlaboratorien die Angabe der Messunsicherheit auf Verlangen erforderlich [29]. 

Es gibt mehrere Modelle um die Unsicherheit zu berechnen. In der PTB findet 

ausschließlich der Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement – GUM [61] 

Anwendung. Im Jahre 1993 haben sieben internationale Organisationen den GUM 

gemeinsam herausgeben. Dieser „Leitfaden zur Angabe der Unsicherheit beim Messen“ 

bietet ein solides Fundament für die Bestimmung von Messunsicherheiten auf der Basis 

moderner Wahrscheinlichkeitstheorie.  

Die Messunsicherheit ist laut der Definition des GUM ein dem Messergebnis beigeordneter 

Parameter, der die Streuung der Werte kennzeichnet, die vernünftigerweise der 

Messgröße zugeordnet werden kann. Somit grenzt die Messunsicherheit den besten 

Schätzwert einer physikalischen Größe innerhalb eines Intervalls ein, in welchem der 

wahre Wert der Größe liegt.  

Weitere gültige Bezeichnungen sind Standardmessunsicherheit, Standardunsicherheit oder 

Unsicherheit. Manchmal findet man die veralteten Begriffe Standardfehler oder 

Standardmessfehler.  

Die Vorgehensweise zur Berechnung der Messunsicherheit wird genauer in Kapitel 3 

beschrieben.  
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2.5. Stand der Messtechnik  

2.5.1. Messmethoden für die quantitative Bestimmung von THC in Serum 

Zur Quantifizierung von THC in Serum oder Blut sind sowohl Messmethoden mittels 

Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC/MS) [7, 38] als auch mittels Flüssigkeits-

chromatographie-Massenspektrometrie (LC/MS) [88] schon seit langer Zeit etabliert. Sie 

werden dabei stets im Zusammenhang mit einer Isotopenverdünnungsanalyse 

durchgeführt. Das dazu benötigte mit Deuterium markierte THC ist kommerziell erhältlich 

und dessen Einsatz führt zu einer Reduzierung des systematischen Fehlers [54]. Die 

Grundlage der Isotopenverdünnung ist die Zugabe isotopenmarkiertem Materials, welches 

als Spike bezeichnet wird. Es soll, abgesehen von der Molmasse, die gleichen chemischen 

und physikalischen Eigenschaften besitzen wie der Analyt. Bei der massenspektro-

metrischen Analyse wird das Verhältnis von Spike zu Analyt ermittelt, welches sich ab 

dem Zeitpunkt der Zugabe nicht mehr ändert.  

Chromatographische Auftrennung und massenspektrometrische Analyse führen zu einer 

genauen Identifizierung des Analyten und ermöglichen selbst bei geringen 

Konzentrationen eine Quantifizierung. Die genannten Methoden werden in der 

Drogenanalyse für die beweissichere Feststellung der jeweiligen Substanz angewandt.  

Die Isotopenverdünnungsmassenspektrometrie (IDMS) stellt somit die bevorzugte 

Methode für eine quantitative Bestimmung von THC dar und wurde im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit angewandt. 

2.5.2. Untersuchung der Unsicherheit für THC-Messungen 

Eine Studie zur Abschätzung der Messunsicherheit in Routinelaboratorien wurde vom 

Institut für Rechtsmedizin und Verkehrsmedizin des Universitätsklinikums Heidelberg 

durchgeführt [114]. Als „zertifizierte Kontrollproben“ wurden Ringversuchsproben 

verwendet. Der entsprechende Sollwert wurde dabei in einem Ringversuch bestimmt. In 

diesem Zusammenhang wurde die Messunsicherheit für eine Konzentration von 2,2 ng/mL 

THC in Serum berechnet, das an 30 Tagen in verschiedenen Serien mittels GC/MS 

gemessen wurde. Die Auswertung erfolgte auf der Basis des GUMs [61] und ergab für die 

THC-Messung eine Unsicherheit von 7 % für das einzelne Labor. Damit zeigte sich, dass 

die festgesetzten Sicherheitszuschläge bzw. Vertrauensintervalle möglicherweise unnötig 

hoch angesetzt wurden. Jedoch kann trotz gut charakterisierter Ringversuchsproben nicht 

offiziell von einer Rückführung gesprochen werden, da ohne einen Vergleich mit einem 

zertifizierten Referenzmaterial (CRM – certified reference material) keine Zuweisung eines 
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Sollwertes inklusive Messunsicherheit vorgesehen ist. Für die Untersuchung der genauen 

Messunsicherheit für THC-Bestimmungen ist somit eine Primärmethode notwendig.  

Das dafür erforderliche Referenzmaterial für THC ist derzeit nicht verfügbar und musste 

aus diesem Grund im Rahmen der Arbeit geschaffen werden. 

2.5.3. Messmethoden für die quantitative Bestimmung von THCglu in Urin 

Für die indirekte Bestimmung von THCglu-Konzentrationen in Urin existieren bereits 

beschriebene GC/MS-Methoden [117]. Dabei wird die Glucuronsäure vom THC-Molekül 

enzymatisch abgespalten und anschließend das freie THC bestimmt. Dies ist möglich, da 

THC selbst in Urin nicht gefunden wird. Die Genauigkeit der Konzentrationsbestimmungen 

hängt jedoch stark von der Vollständigkeit der vorangegangenen Spaltung ab [71].  

Aus den genannten Gründen wäre ein direktes Messverfahren mittels LC/MS/MS von 

Vorteil. Im Rahmen der Arbeit wurde deshalb ein neues LC/MS/MS-Verfahren entwickelt 

und validiert. 
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3. Material und Methodik 

In diesem Kapitel werden im ersten Teil die Materialien und die Methodik zur Entwicklung 

der Primärmethode für THC-Messungen in Serum beschrieben. Im zweiten Teil sind 

analog die verwendeten Materialien und die entsprechende Methodik zur Prüfung von 

THCglu in Urin als Marker für THC in Serum dargestellt. 

3.1. Primärmethode für THC in Serum 

3.1.1. Material 

Referenzmaterial 

Als Referenzmaterial wurde 1 g reines THC bzw. Dronabinol (Chargennummer 010.705) 

von der Firma THCpharm GmbH (Frankfurt/Main, Deutschland) käuflich erworben. Es liegt 

in einer gasdichten Spritze in Form eines zähflüssigen Harzes vor. Die vom Hersteller 

angegebene Reinheit beträgt laut Analysenzertifikat 98,3 %. Das Referenzmaterial wurde 

lichtgeschützt und bei einer Temperatur von -20 °C gelagert. 

 

Standardlösungen, Reagenzien und Lösungsmittel 

Die Standardlösung von deuterierten THC-D3 (0,1 mg/mL in Methanol) wurde von der 

Firma LGC Promochem GmbH (Wesel, Deutschland) bezogen. 

Das verwendete Derivatisierungsmittel Sylon HTP, bestehend aus Hexamethyldisilazan 

(HMDS), Trimethylchorsilan (TMCS)  und  Pyridin im Verhältnis 3:1:9, stammt von der 

Firma Supelco (Taufkirchen, Deutschland).  

Die verwendeten Lösungsmittel Ethylacetat und Isooctan stammen von der Firma Merck 

KGaA (Darmstadt, Deutschland), Methanol von Riedel-de Haën GmbH (Taufkirchen, 

Deutschland), Essigsäure von Fluka Chemie AG (Taufkirchen, Deutschland) und n-Hexan 

wurde von LGC Promochem GmbH (Wesel, Deutschland) bezogen. Alle genannten 

Lösungsmittel besitzen höchste analytische Reinheit.  

 

Leerserum und Kontrollserum 

Das benötigte Leerserum wurde von der Blutbank des Universitätsklinikums Heidelberg 

bezogen. Das verwendete Kontrollserum der Serie BTMF 2/06-A S-plus stammt von der 

Firma Medichem GmbH (Steinenbronn, Deutschland). Der aus Ringversuchen erhaltene 

Mittelwert der THC-Konzentration sowie dessen Streuung sind als Referenzwert 

(2,9 ng/mL) mit dem dazugehörigen Vertrauensbereich innerhalb des zweifachen z-Scores 

(1,7 – 4,1 ng/mL) angegeben. Die Ringversuche wurden im Auftrag der Gesellschaft für 



Material und Methodik  Seite 27 

Toxikologische und Forensische Chemie (GTFCh) von der Firma Arvecon GmbH (Walldorf/ 

Baden) durchgeführt. 

 

Herstellung von Stamm- und Arbeitslösungen 

Das Referenzmaterial wurde für alle THC-Zubereitungen verwendet. Um eine 

Stammlösung im Konzentrationsbereich von 1 mg/g zu erhalten, wurde 1 mg THC auf 

einer elektronischen Waage vom Typ MC 5 der Firma Sartorius AG (Göttingen, 

Deutschland) exakt eingewogen und in 1 g Methanol gelöst. Die Einwaage der exakten 

Menge an verwendetem Methanol sowie alle weiteren Verdünnungsschritte wurden mit 

Hilfe der elektronischen Waage vom Typ ME215S-0CE der Firma Sartorius AG (Göttingen, 

Deutschland) durchgeführt. Insgesamt wurden sieben Stammlösungen separat 

voneinander hergestellt. Ausgehend von der Stammlösung folgten drei 

Verdünnungsschritte, um eine Arbeitslösung im Konzentrationsbereich von etwa 10 ng/g 

zu erhalten. Ein Beispiel dafür ist in Tab. 3-1 wiedergegeben. 

Tab. 3-1 Einwaageprozedur von THC für die Herstellung von Stamm- und 

Arbeitslösungen sowie die Einwaage ins Leerserum zur Simulation einer THC-

Konzentration von 1 ng/mL 

Herstellung Einwaage  Verdünnung Gesamtmasse Konzentration 

Stammlösung (Lsg. 1) 0,924 mg THC 0,93981g MeOH 0,940743 g 0,999 mg/g 

Verdünnung 1 (Lsg. 2) 0,10313 g Lsg. 1 0,91802 g MeOH 1,02115 g 99,197 ug/g 

Verdünnung 2 (Lsg. 3) 0,10008 g Lsg. 2 10,02628 g MeOH 10,12636 g 0,980 ug/g 

Verdünnung 3 (Lsg. 4) 0,11296 g Lsg. 3 9,95839 g MeOH 10,07135 g 10,996 ng/g 

Dotierung Leerserum 0,93245 g Lsg. 4 8,87892 g Serum 9,81137 g 1,045 ng/g 

 

Eine der sieben Arbeitslösungen (siehe Tab. 3-1) diente zur Simulation eines Serums mit 

einer Konzentration von 1 ng/mL THC. Dafür wurde das verwendete Leerserum sorgfältig 

mit einer bekannten Menge an THC dotiert und anschließend 12 Stunden lang durch 

mechanisches Schütteln homogenisiert. Die genaue THC-Konzentration ist in Tab. 3-1 

angegeben und beträgt 1,045 ng/g THC in Serum. In der forensischen Chemie werden 

Konzentrationen üblicherweise nicht als Massenanteil, sondern als Massenkonzentration in 

ng/mL angegeben. Aus diesem Grund wurde die Dichte des verwendeten Leer- und 

Kontrollserums bestimmt und somit eine Umrechnung ermöglicht. Alle Ergebnisse werden 

nachfolgend in ng/mL angegeben, obwohl die Herstellung der Lösungen nicht über 

volumetrische Schritte erfolgte, sondern durch Einwiegen, was sich durch eine wesentlich 

höhere Genauigkeit auszeichnet. 
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Alle Stammlösungen, Arbeitslösungen sowie die Lösung des internen Standards wurden 

bei einer Temperatur von -20 °C gelagert. 

3.1.2. Bestimmung der Dichte der eingesetzten Serumproben  

Die Dichtebestimmung wurde in der Abteilung für Flüssigkeitseigenschaften der PTB 

durchgeführt. Die Dichte des Leerserums sowie des Kontrollserums wurde mit einem 

Dichtemessgerät nach dem Schwingerprinzip gemessen, welches vor der Messung mit 

Luft und der geeigneten Dichte-Referenzflüssigkeit Reinstwasser justiert und kalibriert 

wurde. Für die Untersuchungen kam ein Messgerät der Firma Anton Paar Germany GmbH 

(Ostfildern, Deutschland) vom Typ PAAR DMA5000 zum Einsatz. Die Dichte wurde jeweils 

für einen Temperaturbereich von 20 °C bis 25 °C bestimmt. Während der gesamten 

Messzeit bestimmt das Gerät gleichzeitig den Luftdruck, die Lufttemperatur und die 

relative Luftfeuchte. 

3.1.3. Reinheitsuntersuchung der Referenzsubstanz THC 

Die Entwicklung einer Primärmethode erfordert eine Referenzsubstanz. Da derzeit nur ein 

Referenzmaterial von THC in einer Haarprobe vom NIST erhältlich [130], jedoch weder für 

reines THC noch für THC in Serum, bestand der erste Schritt der Arbeit darin, die Reinheit 

von purem THC genau zu charakterisieren und damit ein zertifiziertes Referenzmaterial 

(CRM) zu schaffen, welches bei allen Zubereitungen verwendet wird.  

Die Reinheit des verwendeten THCs ist im Produktkatalog von THCpharm mit größer als 

99 % angegeben. Laut dem angeforderten Analysenzertifikat liegt die Reinheit des THCs 

jedoch nur bei 98,3 %, wobei Angaben zur Unsicherheit fehlen. Da das THC als 

Referenzmaterial der gesamten Methode dient, wurde die angegebene Reinheit überprüft. 

Zur Reinheitsanalyse kommen grundsätzlich zwei Verfahren (direktes und indirektes) in 

Betracht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden beide Verfahren angewandt, was einen 

Vergleich beider Methoden ermöglicht.  

Bei direkten Methoden wird die Reinheit gegen einen Standard gemessen, dessen 

Reinheit bereits sehr gut charakterisiert ist. Ein typisches Verfahren stellt z. B. die 

quantitative Kernspinresonanz (qNMR – quantitative Nuclear Magnetic Resonance) dar, 

die im Rahmen der vorliegenden Arbeit zum Einsatz kam.  

Bei dem indirekten Verfahren (auch als „100 % - x“-Verfahren bezeichnet) wird die 

Substanz auf mögliche Verunreinigungen untersucht, die im Idealfall zusätzlich 

charakterisiert werden können. Anschließend werden alle Verunreinigungen von 100 % 

subtrahiert.  
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In diesem Fall wurde die GC/FID (Gaschromatographie gekoppelt mit einem 

Flammenionisationsdetektor) zur Bestimmung der Reinheit als Methode eingesetzt.  

Weiterhin wurde die Probe mittels ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass 

Spectrometer) auf das Vorhandensein anorganischer Verunreinigungen untersucht.  

 

Reinheitsuntersuchung mittels direkter Methode 

Die Reinheitsuntersuchung des THCs mittels qNMR fand in der Bundesanstalt für 

Materialforschung und –prüfung (BAM) statt. 

Die qNMR stellt eine validierte Methode zur direkten Reinheitsbestimmung dar [85]. Sie 

beruht darauf, dass sich die Intensitäten der einzelnen Resonanzlinien direkt proportional 

zu der Anzahl der zugehörigen Kernspins verhalten [63]. Dieser Sachverhalt ermöglicht 

eine genaue Bestimmung der Massenanteile von Flüssigkeiten und Feststoffen. Für die 

Reinheitsbestimmung einer Substanz wird ein interner Standard mit bekannter Reinheit 

benötigt. Die Auswahl des Standards hängt einerseits vom verwendeten Lösungsmittel ab 

und andererseits von der zu untersuchenden Substanz. Vermieden werden sollte hierbei 

eine Überlagerung der einzelnen Signale, welche für die Auswertung relevant sind [84]. 

Für die Analyse von THC wurde Dimethylterephthalat (DMT) als interner Standard 

eingesetzt. Das DMT stammt von der Firma Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) und 

die Reinheit war vom Hersteller mit größer als 99,8 % angegeben. Mit Hilfe des 

zertifizierten Referenzmaterials NIST CRM 350a Benzoesäure [96] konnte die angegebene 

Reinheit des DMT von 100 % bestätigt werden. Als Lösungsmittel wurde deuteriertes 

Chloroform (CDCl3) der Firma Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) verwendet. 

Für die Messprobe wurden 30,413 mg THC zusammen mit 32,052 mg DTM eingewogen, 

in 0,8 mL CDCl3 gelöst und in ein NMR-Röhrchen überführt. 

Mit Hilfe der bekannten molaren Massen (MDMT; MTHC), der eingewogenen Massen (mDMT; 

mTHC), der Anzahl der zugehörigen H-Atome des NMR-Signals (NDMT; NTHC)  und der 

Intensität der Signale (IDMT; ITHC) kann die Reinheit von THC direkt mit der folgenden 

Gleichung berechnet werden. 
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Die Messung wurde an einem Bruker DMX 400 Spektrometer bei einer Frequenz von 

400,13 MHz (1H-NMR) durchgeführt. Für die Aufnahme des 1H-NMR Spektrums wurden 

die folgenden, für quantitative Bestimmungen optimierten Parameter eingestellt: 30° 

Anregungspuls, 5 µs Aufnahmeverzögerung, 30 s Relaxationsdelay, 32 k Datenpunkte für 

den freien Induktionsabfall (FID). Bei einer spektralen Aufnahmebreite der 1H-chemischen 

Verschiebung von 24 ppm entspricht dies einer FID-Aufnahmezeit von 3,4 s. Insgesamt 
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wurden 64 Einzelaufnahmen für das Spektrum aufgenommen. Nach Erweiterung der 

Zeitdomäne auf 64 k Datenpunkte wurde der FID zur Unterdrückung von hochfrequentem 

Rauschen mit 0,3 Hz Linienbreite exponentiell gefiltert. Die darauffolgende Fourier-

Transformation führte zum NMR-Spektrum. Dessen Phasen- und Basislinienkorrektur 

sowie die Integration der betreffenden Signale erfolgten manuell. 

 

Reinheitsuntersuchung mittels indirekter Methode 

Als gleichwertiges Verfahren für die Reinheitsuntersuchung kam die indirekte Methode 

zum Einsatz. Hierbei waren sowohl organische als auch anorganische Verunreinigungen 

von Interesse. Der Wasseranteil konnte aufgrund limitierter Menge an THC nicht selbst 

ermittelt werden, der angegebene Wert des Herstellers wurde als korrekt angenommen.  

 

Bestimmung der organischen Verunreinigungen mittels GC/FID  

Die GC/FID-Messungen wurden am Institut für Klinische Chemie und Pharmakologie der 

Universität Bonn durchgeführt.  

Die GC/FID stellt für die Bestimmung organischer Verunreinigungen eine geeignete 

Methode dar [72]. Um Spuren organischer Nebenbestandteile des Referenzmaterials zu 

bestimmen, wurden fünf verschiedene Lösungen von THC in Methanol hergestellt, die 

eine ungefähre Konzentration von 1 mg/mL aufwiesen. Die korrekte Konzentration war 

hierbei nicht von Bedeutung, da die Signale der Hauptsubstanz THC mit den Signalen der 

Verunreinigungen ins Verhältnis gesetzt wurden. Jede Lösung wurde vierfach der GC/FID-

Messung unterzogen, sodass die Reinheit insgesamt zwanzigfach bestimmt wurde. Diese 

hohe Anzahl der Wiederholungen ist notwendig, um Inhomogenitäten der Lösungen bzw. 

der Substanz THC zu berücksichtigen. 

Zur Messung diente ein Gaschromatograph GC8000 der Firma CE Instruments (Wigan, 

United Kingdom), der mit einem sogenannten Revolveraufgabesystem, ebenfalls der 

Firma CE Instruments, ausgestattet war. Dieses System ermöglicht eine feste Aufgabe der 

Substanz in den Gaschromatographen und verhindert eine Beeinflussung durch mögliche 

Reaktionen mit dem Lösungsmittel. Zunächst wurden sogenannte Flöhe (kleine 

Glasröhrchen mit einem Fassungsvolumen von maximal 2 µL) mit jeweils 1 µL der 

einzelnen Lösungen gefüllt, das Methanol unter Vakuum abgezogen, die Glasröhrchen im 

Aufgabesystem positioniert und nacheinander in das GC-System injiziert. Im Einlass des 

Gaschromatographen verdampfte die Substanz aus den Glasröhrchen bei einer 

Temperatur von 300 °C. Durch einen Heliumstrom wurde die Substanz auf die 

Chromatographiesäule aufgetragen. Die chromatographische Auftrennung erfolgte auf 

einer Optima-5MS Säule (30 m x 0,25 mm ID; df = 0,25 µm) der Firma Macherey-Nagel 
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GmbH & Co.KG (Düren, Deutschland). Für das Temperaturprogramm wurde zunächst eine 

Anfangstemperatur von 80 °C eingestellt und für eine Minute lang gehalten. Danach 

wurde der GC-Ofen schrittweise bis 260 °C mit 20 °C/min, bis 290 °C mit 5 °C/min und 

bis 320 °C mit 10 °C/min geheizt. Die Höchsttemperatur wurde anschließend noch 

10 Minuten lang gehalten, um ein vollständiges Ausheizen der Säule zu gewährleisten.  

Die Detektion der Substanzen erfolgte mittels Flammenionisationsdetektor. Als Brenngas 

wurde Wasserstoff verwendet. 

Für die Auswertung der erzeugten GC/FID-Spektren diente die Chrom Card Software (CE 

Instruments). Die Integration der einzelnen Peaks erfolgte dabei ausschließlich 

automatisiert. 

 

Bestimmung der anorganischen Verunreinigungen mittels ICP-MS 

Die ICP-MS-Messungen wurden von der Arbeitsgruppe der Anorganischen Analytik in der 

PTB durchgeführt. 

Um mögliche anorganische Verunreinigungen der Referenzsubstanz THC zu detektieren, 

wurde die Probe mittels ICP-MS auf 70 verschiedene Elemente getestet. Für die Analyse 

wurden 49,4 mg THC direkt in ein PTFE-TFM-Mikrowellengefäß auf einer analytischen 

Waage 1702MP8 der Firma Sartorius AG (Göttingen, Deutschland) eingewogen. Der 

Aufschluss der Probe erfolgte nach Zugabe von 7 mL HNO3 (65 %, sub-boiled) sowie 

4,2 mL H2O2 (31 %, ultrapur) in einem ETHOS-1600 Mikrowellensystem der Firma MLS 

GmbH (Leutkirch, Deutschland). Dabei wurde das System ausgehend von der 

Raumtemperatur innerhalb von 30 min auf 210 °C aufgeheizt und weitere 60 min bei 

dieser Temperatur gehalten. In Abb. 3-1 ist ein Ausschnitt des Mirkowellenaufschlusses 

dargestellt, in dem eine exotherme Reaktion im Bereich von 7-10 Minuten zu erkennen 

ist, welche auf die chemische Zersetzung von THC hinweist. 
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THC-Aufschluss, Mikrowelle MLS Ethos, 1600 2007-05-08
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Abb. 3-1 Ausschnitt des Mikrowellenaufschlusses von THC 

Nach dem Aufschluss folgte das Einengen der erhaltenen Lösung auf einer Heizplatte bei 

einer Heizplattentemperatur von 170 °C bis zur Trockene. Der Rückstand wurde in 30 mL 

Salpetersäure (0,15 M) aufgenommen und unmittelbar auf Anwesenheit von Elementen 

untersucht. Der gleichen Aufbereitungsprozedur wurde eine Aufschlusslösung ohne THC 

(Blank) sowie ein leeres PTFE-TFM-Mikrowellengefäß unterzogen, um die Bestimmung der 

Blindwerte zu ermöglichen.  

Die Messung erfolgte an einem Finnigan Element2 Massenspektrometer der Firma Thermo 

Fisher Scientific (Dreieich, Deutschland). Es handelt sich um ein hochauflösendes 

magnetisches Sektorfeld-Massenspektrometer mit variabler Auflösung und einer induktiv-

gekoppelten Argon-Ionenquelle. Die Plasmaleistung betrug 1200 W. Weiterhin war das 

Gerät mit einem Sekundärelektronenvervielfacher als Einzeldetektor ausgestattet, der im 

„counting mode“ betrieben wurde. Die verwendete PEEK Zyklon-Sprühkammer der Firma 

AHF analysentechnik AG (Tübingen, Deutschland) enthält einen konzentrischen 

Zerstäuber (1 mL/min) aus Quarz. Abhängig vom jeweiligen Element fand die Messung 

entweder mit niedriger (M/∆M = 300) oder mittlerer (M/∆M = 4000) Auflösung statt.  

Die Auswertung erfolgte anhand der ermittelten Blindwerte sowie einer Kalibrierung. Die 

verwendete Kalibierlösung bestand aus einem Multielementstandard gelöst in HNO3 

(0,15 mol/kg). Die Zusammensetzung des Multielementstandards ist in der folgenden Tab. 

3-2 aufgeführt.  
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Tab. 3-2 Zusammensetzung des verwendeten Multielementstandards 

Konzentration Mittlere Auflösung Niedrige Auflösung 

  500 ng/g  7Li 

  400 ng/g  11B 

  100 ng/g 28Si 23Na 

    50 ng/g 56Fe, 45Sc, 59Co  

    30 ng/g  69Ga 

    20 ng/g  89Y, 103Rh, 115In, 137Ba 

    10 ng/g  175Lu, 205Tl, 238U 

 

3.1.4. Entwicklung der GC/MS-Methode 

Für die THC-Bestimmung in Serum wurde eine Primärmethode entwickelt, die auf  

Isotopenverdünnungsmassenspektrometrie (IDMS) basiert. Auf der Grundlage bereits 

bestehender Methoden [90] wurden die analytische Aufarbeitung sowie die 

Geräteparameter der GC/MS-Methode für die Entwicklung der Primärmethode für THC-

Messungen in Serum optimiert. 

 

Analytische Aufarbeitung 

Für die Kalibrierung wurde das sogenannte Exact isotope matching -Verfahren 

angewandt. Dieses Verfahren basiert auf einer Einpunkt-Kalibrierung, wobei eine 

Vergleichsprobe benötigt wird, welche die Konzentration der eigentlichen Messprobe 

simuliert. Zunächst erfolgt die Abschätzung der THC-Konzentration der Messprobe in 

mehreren Annäherungsschritten. Die Zugabe von internem Standard erfolgt so, dass das 

Isotopenverhältnis THC/THC-D3 in der Probe annähernd eins beträgt. Das Verfahren stellt 

einen Sonderfall der Isotopenverdünnungsanalyse dar und führt zur Reduktion des 

systematischen Fehlers [54]. Das Exact isotope matching -Verfahren benötigt aufgrund 

von Mehrfachmessungen eine größere Menge der Serumprobe als es bei der 

Konzentrationsbestimmung mit Hilfe einer Kalibrierkurve der Fall wäre. Jedoch kann 

dadurch eine höhere Genauigkeit der Messung erzielt werden, weshalb sie vor allem für 

Primärmethoden oft zur Anwendung kommt [120, 121]. 

Für die jeweilige Analyse wurde 1 g Serum bzw. 1 g Kontrollserum exakt eingewogen und 

mit der entsprechenden Konzentration an THC-D3 versetzt. Zur Kalibrierung diente eine 

Vergleichsprobe bestehend aus 1 g Leerserum, das sorgfältig mit der zu erwartenden 

Konzentration an THC und mit internem Standard im Verhältnis 1:1 dotiert wurde.  
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Anschließend wurden beide Proben eine Stunde lang auf dem Schüttler Vibramax 100 der 

Firma Heidolph Instruments GmbH & Co. KG (Schwabach, Deutschland) homogenisiert.  

Die weitere Aufarbeitung erfolgte in Anlehnung an die bereits von Mauden et al. 

beschriebene Methode [90].  

Nach Zugabe von 1 mL 0,25 M Essigsäure zur Einstellung eines leicht sauren pH-Wertes, 

folgte eine Flüssig-Flüssig-Extraktion mit 3 mL eines n-Hexan/Ethylacetat-Gemisches 

(Volumenverhältnis 9:1) durch 20 minütiges Schütteln. Die Proben wurden anschließend 

in ein 12 mL großes Zentrifugenglas überführt. In der Biofuge 5R der Firma Heraeus 

GmbH (Hanau, Deutschland) trennten sich organische und wässrige Phase innerhalb von 

15 min bei 4300*g. Die organische Phase wurde in silanisierte GC-Gläschen überführt und 

unter einem leichten Stickstoffstrom bei einer Temperatur von 40 °C bis zur Trockene 

eingeengt. Die nachfolgende Derivatisierung erfolgte durch Zugabe von 50 µL Sylon HTP 

und wurde innerhalb von 30 min bei einer Temperatur von 60 °C auf einem Heizblock 

realisiert. Danach wurde das überschüssige Derivatisierungsmittel ebenfalls unter 

Stickstoff vollständig eingeengt. Der verbleibende Rückstand wurde in 50 µL Isooctan 

aufgenommen und homogenisiert, in ein 150 µL Mikrovial überführt und in das GC/MS-

System injiziert.  

 

GC/MS-Analyse 

Die GC/MS-Analyse erfolgte mit einem GC HP6980 der Firma Agilent Technologies 

(Waldbronn, Deutschland), welches mit einem AutoSpec Ultima Massenspektrometer der 

Firma Micromass (Eschborn, Deutschland) gekoppelt war. Das Injektionsvolumen betrug 

1 µL der aufbereiteten Probe, wobei der Modus split/splitless verwendet wurde. Als GC-

Trägergas kam Helium bei konstantem Fluss von 1 mL/min zum Einsatz. Die 

chromatographische Auftrennung wurde auf einer Optima-5MS Säule (30 m x 0,25 mm 

ID; df = 0,25 µm) der Firma Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Düren, Deutschland) 

realisiert. Für das Temperaturprogramm betrug die Anfangstemperatur 80 °C, die 

zunächst eine Minute lang gehalten wurde. Danach erfolgte ein schrittweises Aufheizen 

des GC-Ofen: bis 260 °C mit 20 °C/min, bis 290 °C mit 5 °C/min und bis 320 °C mit 

10 °C/min. Die Höchsttemperatur wurde anschließend noch 10 Minuten lang gehalten, um 

ein vollständiges Ausheizen der Säule zu gewährleisten.  

Die massenspektrometrische Analyse erfolgte an einem Sektorfeld-Massenspektrometer, 

dessen Wirkungsweise schematisch in Abb. 3-2 dargestellt ist. 
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Abb. 3-2 Schematische Darstellung der Funktionsweise des AutoSpec Ultima 

(Abbildung mit der Genehmigung von Micromass) 

In diesem Massenspektrometer werden die erzeugten positiv geladenen Massen 

(Kationen) in elektrischen und magnetischen Feldern abgelenkt [115]. Durch diese 

spezielle Doppelfokussierung kann ein Auflösungsvermögen von M/∆M = 80 000 erreicht 

werden. Die THC-Messungen erfolgten jedoch bei einer Auflösung von M/∆M =1000, um 

eine höhere Empfindlichkeit der Methode zu erreichen. Weitere spezielle Geräteparameter 

des GC/MS-Systems sind in Tab. 3-3 aufgeführt. 

Tab. 3-3 Geräteparameter des GC/MS-Systems  

Geräteparameter Einheit 

GC/MS-Transferline-Temperatur 290 °C 

Ionenquellentemperatur 230 °C 

Elektronenstoß-Ionisierung 70 eV 

Beschleunigungsspannung 8000 V 

gewählte Tuning Masse 331 amu 

Detektor 350 V 

Ionenenergie 37,1 

 

Die quantitative Analyse von THC erfolgte im Modus single ion monitoring (SIM), wobei 

sowohl für THC (m/z = 386; 371; 303 amu) als auch für THC-D3 (m/z = 389; 374; 306 

amu) drei charakteristische Massen für die Detektion ausgewählt wurden.  
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Die Abb. 3-3 zeigt ein Spektrum von silyliertem THC im „scan mode“ und die Auswahl der 

drei Massen, welche im Spektrum mit roten Pfeilen gekennzeichnet sind. 

 

Abb. 3-3 Spektrum von silyliertem THC im scan mode 

Das Ion der Masse m/z = 386 amu entspricht dem Molpeak [M+] des silylierten THCs, 

welches unter Abspaltung einer CH3-Gruppe zum Ion der Masse m/z = 371 amu führt. 

Diese Reaktion wird als α-Spaltung bezeichnet. Die entstehende positive Ladung ist dabei 

am Heteroatom (in diesem Fall am Sauerstoffatom) stabilisiert. Durch eine Retro-Diels-

Alder-Reaktion am THC-Molekül wird weiterhin eine C5H8-Gruppe abgespalten, wobei ein 

Ion der Masse m/z = 303 amu entsteht. Zur besseren Veranschaulichung, ist in der 

nachfolgenden Abb. 3-4 die Fragmentierung von THC unter den eingesetzten 

massenspektrometrischen Bedingungen mit Hilfe von Strukturformeln dargestellt. Dabei 

sind die abzuspaltenden Gruppen blau gekennzeichnet; auf die Darstellung der Ladung 

wurde zugunsten der Übersichtlichkeit verzichtet.  
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Abb. 3-4 Charakteristische Fragmentierung des THC-Moleküls bei 70 eV  

Die Auswertung und Integration der Peaks erfolgte mit Hilfe der Software MassLynx 4.0. 

Die Quantifizierung wurde anhand der Flächen der Molpeaks (m/z = 386 und 389 amu) 
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durchgeführt. Die weiteren Massen dienten als Qualifier und sind wichtig für die 

Berechnung der Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze. 

3.1.5. Validierung der GC/MS-Methode 

Die entwickelte Methode wurde in Anlehnung an die Richtlinien der GTFCh [8, 9] validiert 

und speziell auf Linearität, Wiederholungspräzision (intraday precision), Laborpräzision 

(interday precision) und Ausbeute der Extraktion untersucht. Ferner wurden Nachweis-, 

Erfassungs- und Bestimmungsgrenze nach den Vorschriften der DIN 32645 berechnet. Zu 

diesem Zweck erfolgte an sechs unterschiedlichen Tagen eine Achtpunkt-Kalibrierung im 

gewünschten Konzentrationsbereich von 0 - 2,5 ng/mL THC in Serum. Für die Berechnung 

der Validierungsparameter diente die Valistat Software 1.0 der Firma Arvecon GmbH 

(Walldorf, Deutschland). Zur Berechnung der Messunsicherheit mit Hilfe der Top-down -

Methode wurde die Wiederfindung der THC-Messung anhand von Mehrfachmessungen 

bestimmt. Dafür wurden die dotierte Serumprobe und das Kontrollserum jeweils an sechs 

unterschiedlichen Tagen zusammen mit einer Vergleichsprobe analytisch aufbereitet. Die 

GC/MS-Messung erfolgte im Wechsel zwischen Probe und Vergleichsprobe, wobei der 

THC-Gehalt je sechsfach der Bestimmung unterzogen wurde.  

3.1.6. Berechnung der Messunsicherheit  

In der Definition einer Primärmethode wird ein vollständiges Unsicherheitsbudget zur 

Angabe der Messunsicherheit gefordert. Um eine Vergleichbarkeit der Messunsicherheiten 

zur erreichen, ist es wichtig ein einheitliches Ermittlungsverfahren anzuwenden. Ein 

solches Verfahren wird im GUM beschrieben und gilt als internationaler Standard für die 

Bestimmung und Angabe der Messunsicherheit. 

Für die Anwendung zur Berechnung der Messunsicherheiten nach GUM gelten zunächst 

folgende Vereinbarungen: 

• Die Probennahme wird nicht in die Unsicherheitsermittlung einbezogen, sondern 

gesondert betrachtet. 

• Die Analyse beginnt mit der Probe, die vorgelegt wird. Zur Messunsicherheit 

tragen alle Arbeitsschritte bei, die hierauf folgen. 

• Der allgemein verwendete Begriff Messunsicherheit wird beibehalten, obwohl 

damit nicht nur die Unsicherheit des Messschrittes gemeint ist, sondern die 

gesamte Ergebnisunsicherheit. 

Das Ziel der Auswertung von Messdaten ist die Ermittlung des Wertes y der 

Ergebnisgröße Y und der dazugehörigen Messunsicherheit uy.  
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Die Ergebnisgröße Y wird meist nicht direkt, sondern indirekt über eine Reihe von N 

Eingangsgrößen Xi bestimmt, die durch eine Modellfunktion f verknüpft sind: 

Y =f(X1, X2,…XN). 

Dazu sind folgende Schritte notwendig: 

• Ermittlung der Werte xi der Eingangsgrößen Xi 

 Aufgrund der Unvollständigkeit der Informationen über die Eingangsgrößen werden 

 die xi als beste Schätzwerte für Xi bezeichnet. 

• Berechnung des Wertes y der Ergebnisgröße Y durch Einsetzen der xi in die 

Modellfunktion Y = f(x1,x2,…xN) 

 Daraus ergibt sich, dass y ebenfalls nur ein bester Schätzwert ist. 

• Ermittlung der Messunsicherheiten zu den Werten xi der Eingangsgrößen 

• Berechnung der Messunsicherheit uy aus den Messunsicherheiten uxi 

 Das Prinzip der Unsicherheitsermittlungen der Ergebnisgröße y beruht nach GUM 

auf dem Formalismus der Unsicherheitsfortpflanzung. 

Bei der Betrachtung der Standardunsicherheiten der Eingangsgrößen xi wird zwischen 

zwei Ermittlungsmethoden (Typ A und Typ B) unterschieden.  

Eine Eingangsgröße von Typ A liegt vor, wenn eine Reihe von n Beobachtungen 

durchgeführt wurden und als bester Schätzwert der arithmetische Mittelwert aller 

Beobachtungen eingesetzt wird.  

 ∑
n

1=i
ii x

n

1
 =x  (2)  

Die Standardmessunsicherheit der Ermittlungsmethode von Typ A ist gleich der 

empirischen Standardabweichung des Mittelwertes und wird durch die folgende Formel 

beschrieben. 

 ∑
n

1=i

2
iii )x - (x  

1)-n( n

1
 = )x(u  (3)  

Im Gegensatz dazu liegt eine Eingangsgröße von Typ B vor, wenn der beste Schätzwert 

inklusive Unsicherheit nicht auf einer statistischen Analyse der Beobachtungsreihe basiert. 

Die Methode von Typ B trifft für Daten aus früheren Messungen, Herstellerangaben oder 

Daten aus Zertifikaten bzw. Kalibrierscheinen zu. Falls den angegebenen Werten eine 

Standardmessunsicherheit zugewiesen wurde, so wird diese verwendet, anderenfalls muss 

sie empirisch abgeschätzt werden. Die Abschätzung ist abhängig von der gewählten 

Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion, wobei zwischen vier Verteilungen (Normal-, Rechteck-, 

Dreieck- und U-förmige Verteilung) unterschieden wird. 



Material und Methodik  Seite 39 

Die Messunsicherheit der Ergebnisgröße Y berechnet sich im Fall von unkorrelierten 

Eingangsgrößen Xi aus der Quadratsumme aller Unsicherheitsbeiträge der 

Eingangsgrößen. 

 ∑
N

1=i

2
i )y(u = )y(u  (4)   

Der Unsicherheitsbeitrag ui(y) der Eingangsgröße Xi berechnet sich aus dem Produkt des 

Sensitivitätskoeffizientens ci und der Unsicherheit u(xi). 

 )u(x * c =)y(u iii  (5)  

Daraus ergibt sich für die Standardunsicherheit der Ergebnisgröße u(y) folgende 

Gleichung: 

 ∑
N

1=i

2
i

2
i )u(x * c  = )y(u  (6)  

Der Sensitivitätskoeffizient ci stellt die partielle Ableitung der Modellfunktion f nach der 

Eingangsgröße Xi dar. 

 
i

i x∂

f∂
 = c  (7)  

Die erweiterte Messunsicherheit U erhält man durch Multiplikation mit einem 

Erweiterungsfaktor k, der vom betrachteten Vertrauensintervall P abhängt. 

 u(y)*k = U  (8)  

In der Praxis werden als Erweiterungsfaktoren oft k =2 oder k =3 verwendet, die einem 

Konfidenzintervall von 95 % bzw. 99 % entsprechen. Diese sind jedoch nur für eine große 

Anzahl an wiederholten Messungen gültig. Ist die Anzahl zu klein, ist der 

Erweiterungsfaktor von der Anzahl der effektiven Freiheitsgrade abhängig, welche für eine 

kombinierte Unsicherheit mit der nachstehenden Formel berechnet wird. 

 

∑
n

1=i i

i
4

4
c

eff

f

)(xu

(y)u
 = f  (9)  

Dabei entspricht die Anzahl der Freiheitsgrade fi bei n Messungen fi =n - 1. 

Für die Berechnung der Messunsicherheit in der vorliegenden Arbeit wurde die 

sogenannte Top-down -Methode verwendet, welche GUM konform ist. Sie beruht auf der 

Grundlage der in den Messergebnissen vorhandenen Informationen und steht damit der 
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Bottom-up -Methode gegenüber. Letztere stellt die ursprüngliche GUM-Methode dar und 

basiert auf den Kenntnissen aller relevanten Einflussgrößen und deren Zusammenwirken. 

Bei der Top-down -Methode wird die zu erwartende Variabilität des Analysenergebnisses 

als Maß für die Unsicherheit aus Validierungsdaten abgeschätzt. Dafür muss die 

Wiederfindung  als Verfahrensparameter und ihrer Unsicherheit im Zuge der Validierung 

bestimmt werden, welche dann als Top-down -Komponente in das Unsicherheitsbudget 

eingeht.  

Die Unsicherheit ist vollständig durch die bei der Messung unter Vergleichsbedingungen 

beobachtete Variabilität in Form der Standardabweichung der Einzelergebnisse gegeben. 

Das Top-down -Verfahren liefert in der chemischen Analytik in vielen Fällen eine 

wirklichkeitsnähere Messunsicherheit als die rein synthetische Vorgehensweise des 

Bottom-up -Verfahrens. Einflüsse, die im Einzelnen häufig nicht bekannt sind, werden in 

ihrer Gesamtauswirkung auf die Messunsicherheit auf diesem Wege mitberücksichtigt 

[104]. 

 

In der vorliegenden Arbeit stellt die Massenkonzentration von THC (βTHC) in Serum die 

Ergebnisgröße Y dar. Für die Berechnung wurde die nachfolgende Gleichung angewandt.  

 wTHCSerumTHC_expTHC *** = KPρwβ  (10)  

Alle Eingangsgrößen der verwendeten Modellgleichung sind nachstehend in Tab. 3-4 

aufgelistet. 

Tab. 3-4 Eingangsgrößen der Modellgleichung für die Unsicherheitsbetrachtung 

Größe Einheit Definition 

ßTHC ng/mL Massenkonzentration von THC 

wTHC_exp ng/g Experimenteller Mittelwert Massenanteil von THC 

ρSerum g/mL Dichte des Blankserums 

PTHC g/g Reinheit des Referenzmaterial 

KW 1 Korrekturfaktor für Einwaage des  Referenzmaterials 
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3.2. Prüfung von THCglu in Urin als Marker für THC in Serum 

3.2.1. Material 

Standardlösungen 

Die Standardlösung von 10 ng/µL THCglu in Methanol stammt von El Sohly Laboratories 

(Oxford, Mississippi, USA).  

Die Standardlösung von CTHC (1 mg/mL) in Methanol, sowie die deuterierten 

Standardlösungen von THC-D3 und CTHC-D3 (jeweils 0,1 mg/mL) in Methanol wurde von 

der Firma LGC Promochem GmbH (Wesel, Deutschland) bezogen. 

Für die Derivatisierung wurde N-O-bis-(Trismethylsilyl)-trifluoroacetamid (BSTFA) von der 

Firma Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) verwendet.  

 

Enzyme 

Das eingesetzte UGT2B7-Enzym sowie die dazugehörige Reaktionslösung A (Uridine 5'-

diphospho-glucuronic acid - UDPGA Cofactor) und Reaktionslösung B (5 x UGT Buffer Mix 

with Alamethicin) stammen von BD Bioscience (Heidelberg, Deutschland). 

Die verwendete β-Glucuronidase vom Typ IX-A, gewonnen aus E.coli, wurde von der 

Firma Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) bezogen. 

 

Pufferlösung 

Für die in-vitro-Versuche wurde eine 50 mM Tris-HCl-Pufferlösung hergestellt. Dafür 

wurden 0,3025 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (M = 121 g/mol) der Firma Sigma-

Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) in 50 mL Reinstwasser gelöst. Anschließend wurde ein 

pH-Wert von 7,5 mit Hilfe von HCl eingestellt.  

Für die enzymatische Spaltung des THCglu wurde eine 75 mM Phosphatpufferlösung 

hergestellt. Dazu wurden 5,075 g K2HPO4* 3H2O und 2,077 g KH2PO4 der Firma Merck 

KGaA (Darmstadt, Deutschland) in 50 mL Reinstwasser aufgelöst. Die Pufferlösung wies 

einen pH-Wert von 6,8 auf. 

 

Lösungsmittel 

Die eingesetzten Lösungsmittel tert-Butylmethylether, Ethylacetat und n-Hexan der Firma 

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland), Acetonitril und Methanol der Riedel-de Haën 

GmbH (Taufkirchen, Deutschland) sowie Essigsäure der Fluka Chemie AG (Taufkirchen, 

Deutschland) waren von höchster analytischer Reinheit. 
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3.2.2. Enzymatische Herstellung von THCglu-D3 

Für die Glucuronidierung wurde das Enzym UGT2B7 eingesetzt, da es in einer 

vorangegangenen Studie die höchste Reaktivität für die Umsetzung von THC-D3 zu 

THCglu-D3 aufgewiesen hatte [79]. 

Für die Herstellung von deuteriertem THCglu-D3 wurden zunächst 100 µL einer Lösung 

von 10 µg/mL THC-D3 in Methanol in ein 1,5 mL großes Reaktionsgefäß der Firma 

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) überführt. Das Methanol wurde bei einer 

Temperatur von 40 °C unter Stickstoff abgedampft, der Rückstand wurde in 300 µL 

Trispufferlösung aufgenommen und homogenisiert. Unter Zugabe von 20 µL 

Reaktionslösung A sowie 80 µL Reaktionslösung B wurden weiterhin der nötige Cofaktor 

Uridindiphoshatglucuronsäure (UDPGA) und die reaktivitätssteigernde Substanz 

Alamethicin bereitgestellt. Nach Vorwärmen auf eine Temperatur von 37 °C wurden 20 µL 

der Proteinlösung UGT2B7 zugegeben und die Lösung wurde auf einem Schüttel-

Inkubator der Firma Kisker GbR (Steinfurt, Deutschland) 48 h lang bei 37 °C gehalten und 

gleichzeitig auf Stufe 1 geschüttelt. Die Reaktion erfolgte in mehreren Reaktionsgefäßen 

gleichzeitig, um die Ausbeute des gewünschten Produktes zu erhöhen. Die Reaktion 

wurde durch Zugabe von 100 µL gekühlten Acetonitril (ACN) beendet. Anschließend 

konnte das Protein durch Zentrifugation abgetrennt werden. Aus der überstehenden 

Lösung wurde das gewünschte Produkt mittels zweifacher Flüssig-Flüssig-Extraktion in 

tert.-Butylmethylether überführt, unter Stickstoff eingeengt und anschließend im HPLC 

Laufmittel (ACN/H2O 95:5) wieder gelöst. An der HPLC 1100 der Firma Agilent 

Technologies (Waldbronn, Deutschland) wurde das entstandene THCglu-D3 auf einer 

Zorbax Eclipse XDB-C18 Säule (4,6 x 150 mm, 5 µm) der Firma Agilent Technologies 

chromatographisch von den restlichen Bestandteilen sowie dem überschüssigen THC-D3 

abgetrennt. 

3.2.3. Entwicklung einer LC/MS/MS-Methode 

Für die Entwicklung des Verfahrens wurden die analytische Aufarbeitung sowie die 

entsprechenden Parameter der LC/MS/MS-Messung für die quantitative Analyse von 

THCglu in Urin optimiert. 

 

Analytische Aufarbeitung 

Für die analytische Aufarbeitung von 1 mL Urin wurden zunächst 10 µL interner Standard 

einer Lösung von 1 ng/µL THCglu-D3 in Methanol zugegeben. Es folgte eine leichte 

Ansäuerung unter Zugabe von 1 mL 0,25 M Essigsäure. Die Extraktion wurde mit Hilfe 
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einer Flüssig-Flüssig-Extraktion mit 2 mL tert.-Butylmethylether unter 20 min Schütteln 

auf dem Vibra Max 100 der Firma Heidolph Instruments GmbH & Co. KG (Schwabach, 

Deutschland) realisiert. Anschließend wurden organische und wässrige Phase bei 4300*g 

innerhalb von 15 min in der Zentrifuge Biofuge 5R der Firma Heraeus GmbH (Hanau, 

Deutschland) getrennt. Die organische Phase wurde in ein 1,8 mL großes Gläschen 

überführt und unter einem Stickstoffstrom bei einer Temperatur von 40 °C bis zur 

Trockene eingeengt. Der Rückstand der Probe wurde in 25 µL Laufmittelgemisch 

(ACN/H2O 95:5) aufgenommen und in 50 µL Mikrovials überführt, wovon jeweils 5 µL in 

das LC/MS/MS-System eingespritzt wurden. 

 

LC/MS/MS-Methode 

Zur chromatographischen Auftrennung wurde eine Phenomenex Säule verwendet 

(150 x 2.00 mm x 3u micron) und an einer HPLC 1100 der Firma Agilent Technologies 

(Waldbronn, Deutschland) realisiert. Als Laufmittel wurden Wasser (A) und ACN (B) mit 

jeweils 5 mM Ammoniumacetatpuffer eingesetzt. Die Flussrate betrug durchgehend 

200 µL/min, wobei der zeitliche Verlauf der Laufmittelzusammensetzung in Tab. 3-5 

nachfolgend dargestellt ist.  

Tab. 3-5 Zeitablauf für die Zusammensetzung der Laufmittel A und B 

Zeit in min Flussrate in µL/min Laufmittel A in % Laufmittel B in % 

0 200 95 5 

3 200 95 5 

30 200 5 95 

35 200 95 5 

40 200 95 5 

 

Die Elektronenspray-Ionisation (ESI) erfolgte im negativen Modus an einem Triple 

Quadrupol-Massenspektrometer 4000QTrap der Firma Applied Biosystems (Langen, 

Deutschland). In  Abb. 3-5 ist die schematisch Darstellung des Messgerätes dargestellt. 

Die Abbildung wurde mit freundlicher Genehmigung zur Verwendung von Applied 

Biosystems zur Verfügung gestellt. 
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Abb. 3-5 Schematische Darstellung der 4000QTrap von Applied Biosystems 

(Abbildung mit der Genehmigung von Applied Biosystems) 

Die Detektion der selektiven Massenübergänge wurde im Modus Multiple Reaction 

Monitoring (MRM) durchgeführt. Für THCglu wurde der Massenübergang 

m/z = 489 > 313 amu zur Quantifizierung und m/z = 489 > 113 amu als zusätzlicher 

Qualifier erfasst. Für den deuterierten Standard THCglu-D3 wurden analog die Übergänge 

m/z = 492 > 316 amu und m/z = 492 > 113 amu aufgezeichnet. In der nächsten Abb. 

3-6 ist das Spektrum der Produkt-Ionen von THCglu unter den verwendeten Bedingungen 

dargestellt. Der Massenübergang m/z = 489 > 313 amu entspricht im negativen Modus 

somit der Abspaltung der Glucuronsäure. Dagegen stellt das Ion der Masse 

m/z = 113 amu die Glucuronsäure nach Abspaltung von CO2 und H2O dar. 
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Abb. 3-6 Produkt-Ionen-Spektrum von THCglu 
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Die optimierten Geräte- und Substanzparameter der LC/MS/MS-Methode für THCglu sind 

in der nachstehenden Tab. 3-6 aufgeführt und mit Hilfe von Vorexperimenten ermittelt 

worden. 

Tab. 3-6 Optimierte Geräte- und Substanzparameter für die LC/MS/MS-Messung von 

THCglu im negativen Modus 

Geräteparameter Substanzparameter  

Curtain  gas (CUR) 20 psi Declustering potential (DP) -90 V 

CAD gas (CAD) Medium Entrance potential (EP) -10 V 

Ion spray (IS) -4500 V Collision energy (CE) -42 V 

Temperatur (TEM) 300 °C Cell exit potential (CXP) m/z 489>313 -17 V 

Gas 1 (GS 1) 20 psi Cell exit potential (CXP) m/z 489>113 -5 V 

Gas 2 (GS 2) 75 psi Dwelltime  200 ms 

 

3.2.4. Validierung der LC/MS/MS-Methode 

Die entwickelte LC/MS/MS-Methode wurde nach der vorgeschlagenen Vorgehensweise für 

seltene Analyten von Peters et al. [101] validiert. Dabei wurden Selektivität, Linearität, 

Wiederholungspräzision (intraday precision), Laborpräzision (interday precision) und die 

Ausbeute der Extraktion untersucht. Ferner wurden die Nachweis-, Erfassungs- und 

Bestimmungsgrenzen nach den Vorschriften der DIN 32645 berechnet. Dafür wurde eine 

Siebenpunkt-Kalibrierung im gewünschten Konzentrationsbereich von 0 – 10 ng/mL 

THCglu in Urin durchgeführt. Die Validierungsparameter wurden mit Hilfe von Valistat 

Software 1.0  der Firma Arvecon GmbH (Walldorf, Deutschland) bestimmt.  

3.2.5. Bestimmung der THCglu-Konzentration in Urin 

In einer Feldstudie zur Validierung eines optimierten Doppelstreifentests für Cannabinoide 

in Urin, wurden 337 Urin- und dazugehörige Serumproben in Routineverkehrskontrollen 

gesammelt und auf THC und dessen Metabolite getestet [81]. Diese Studie erfolgte in 

Zusammenarbeit zwischen Polizeirevieren Baden-Württembergs und dem Institut für 

Rechtsmedizin und Verkehrsmedizin der Universität Heidelberg. 

Aus den insgesamt 337 Urinen wurden nur die Proben für eine zusätzliche Bestimmung 

auf THCglu ausgewählt, welche in den dazugehörigen Serumproben einen THC-Gehalt 

von 0 - 5 ng/mL aufzeigten. Dieser Bereich ist besonders im Hinblick auf eine mögliche 

Unterscheidung von frischem zu weiter zurückliegendem Konsum bedeutsam. Insgesamt 

lagen 211 Urinproben in diesem Konzentrationsbereich. 



Material und Methodik  Seite 46 

Der THCglu-Gehalt wurde mittels der beschriebenen LC/MS/MS-Methode gemessen, 

wobei zu diesem Zeitpunkt noch kein interner Standard THCglu-D3 vorhanden war. Somit 

wurden die Messungen ausschließlich mit externer Kalibrierung des natürlichen Standards 

THCglu durchgeführt. 

3.2.6. Bestimmung der CTHC-Konzentration in Urin 

Die analytische Aufarbeitung und die darauffolgende GC/MS-Bestimmung der CTHC-

Konzentration in den 211 untersuchten Urinproben erfolgten mittels bereits etablierten 

Methoden [26, 116]. Dabei wurde der nach vorangegangener basischer Spaltung der 

Gesamtgehalt an CTHC (freies und als Glucuronid gebundenes CTHC) bestimmt. Aus der 

Literatur ist bekannt, dass die basische Spaltung von CTHCglu annähernd vollständig 

verläuft [26, 90]. Die dazu verwendete 12 M Kaliumhydroxidlösung wurde aus 

Kaliumhydroxid Plätzchen der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) hergestellt. 

 

Analytische Aufarbeitung 

Für die analytische Aufarbeitung wurde 1 mL Urin zunächst mit internem Standard von 

CTHC-D3 und 200 µL 12 M Kaliumhydroxidlösung versetzt, gevortext und anschließend 

15 min bei einer Temperatur von 60 °C gehalten. Nach Ablauf der Spaltung wurde die 

Probe auf Raumtemperatur abgekühlt und mittels konzentrierter Essigsäure auf einen 

pH-Wert von 4-5 gebracht. Es folgte eine Flüssig-Flüssig-Extraktion durch Zugabe von 

2 mL eines n-Hexan/Ethlyacetat-Gemisch (Volumenverhältnis 9:1) und 10 min Schütteln 

der Lösung. Nach 10 min Zentrifugation bei 4300*g wurde der Überstand abgenommen, 

in ein GC-Gläschen überführt und unter einem leichten N2-Strom bei 40 °C bis zur 

Trockene eingeengt. Die nachfolgende Derivatisierung erfolgte durch Zugabe von 20 µL 

BSTFA und wurde innerhalb von 30 min bei einer Temperatur von 60 °C realisiert. 

Abschließend wurde die Probe in ein Mikrovial überführt und in das GC/MS-System 

injiziert.  

 

GC/MS-Analyse 

Die GC/MS-Analyse erfolgte an einem Hewlett Packard 5890 Gaschromatographen, der 

mit einem Hewlett Packard 5972 Massenspektrometer der Firma Agilent Technologies 

(Waldbronn, Deutschland) gekoppelt war. Das Injektionsvolumen betrug 1 µL der 

aufbereiteten Probe. Die chromatographische Auftrennung wurde auf einer Säule 

CP-Sil5 CB (12,5 m x 0,25 mm ID; df = 0,4 µm) der Firma Varian (Darmstadt, 

Deutschland) realisiert. Für das Temperaturprogramm betrug die Anfangstemperatur 

160 °C, die zunächst eine Minute lang gehalten wurde. Danach erfolgte ein Aufheizen des 
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GC-Ofens bis 320 °C mit 20 °C/min. Die Höchsttemperatur wurde anschließend noch 

vier Minuten lang gehalten, um ein vollständiges Ausheizen der Säule zu gewährleisten.  

Die quantitative Analyse von CTHC erfolgte im Modus single ion monitoring (SIM), wobei 

für CTHC (m/z = 371; 473; 488 amu) und für CTHC-D3 (m/z = 374; 476; 491 amu) drei 

charakteristische Massen für die Detektion ausgewählt wurden. Die Quantifizierung wurde 

mit Hilfe einer Siebenpunkt-Kalibrierung anhand der Flächen der Ionen (m/z = 371 und 

374 amu) durchgeführt.  

3.2.7. Messung von Creatinin in Urin 

Creatinin ist ein harnpflichtiges Stoffwechselprodukt, dessen Ausscheidungsrate von der 

Muskelmasse abhängt. Der Creatiningehalt in Urin gilt als Maß für die Konzentration des 

jeweiligen Urins. Der physiologische Bereich liegt für Frauen bei einem Creatiningehalt 

von 65 - 189 µmol/L und für Männer bei 77 - 217 µmol/L [31]. Die 

Konzentrationsangaben anderer Substanzen in Urin werden deshalb oft auf die Creatinin-

Konzentration bezogen wiedergegeben, um eine bessere Vergleichbarkeit zu erreichen.  

Die Messungen erfolgten am Institut für Rechtsmedizin und Verkehrsmedizin der 

Universität Heidelberg. Die Analyse wurde nach der Jaffé-Reaktion an einem Hitachi 911 

Automatic-Analyser der Firma Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland) durchgeführt. 

Für die Analyse wurden die Reagenzien (25 mM Pikrinsäure und 0,2 M Natronlauge) und 

die Kalibrierlösungen ebenfalls von der Firma Roche Diagnostics bezogen. Die Jaffé-

Methode basiert auf einer photometrischen Bestimmung eines orange-roten 

Farbkomplexes, der von Creatinin und der Pikrinsäure in alkalischer Lösung gebildet wird. 
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4. Ergebnisse und Auswertung 

In diesem Kapitel sind zunächst die Ergebnisse der Primärmethode für THC-Messungen in 

Serum zusammengestellt. Dabei wird auf die Dichtemessung, die Reinheitsuntersuchung, 

die Validierung der Methode und die Betrachtung des Unsicherheitsbudgets eingegangen. 

Weiterhin folgen die Ergebnisse der Prüfung von THCglu als Marker in Urin für das 

Auftreten von THC in Serum. Hierbei werden die Herstellung eines internen Standards, die 

Validierung der entwickelten LC/MS/MS-Methode und die Auswertung der Messungen von 

211 Urinproben potentieller Cannabiskonsumenten betrachtet. 

4.1. Primärmethode für THC in Serum 

4.1.1. Dichtemessung der verwendeten Serumproben 

Die Dichte des verwendeten Leerserums wird in einem Temperaturbereich zwischen 20 °C 

und 25 °C mit der folgenden Formel beschrieben: 

 

ρ(t) =ρ20 * [1 – 2,42825 *10-4 K-1 (t – 20 °C) – 4,37928*10-6 K-2 (t – 20 °C)2], 

wobei ρ20 =1022,539 kg/m3 beträgt.  

 

Die Dichte des verwendeten Kontrollserums wird in einem Temperaturbereich zwischen 

20 °C und 25 °C mit der folgenden Formel beschrieben: 

 

ρ(t) =ρ20 * [1 – 2,36954 *10-4 K-1 (t – 20 °C) – 5,99627*10-6 K-2 (t – 20 °C)2], 

wobei ρ20 =1022,030 kg/m3 beträgt.  

 

Die Messergebnisse gelten für einen Druck von 1013,25 mbar, für den Zeitpunkt der 

Messung und für die angelieferte Flüssigkeitsprobe. 

Für beide Ergebnisse wurde die erweiterte Messunsicherheit mit U95 =0,050 kg/m3 

angegeben. 

Falls nicht anders angegeben, wird in der gesamten Arbeit die erweiterte 

Messunsicherheit aus der Standardmessunsicherheit durch Multiplikation mit dem 

Erweiterungsfaktor k =2 berechnet. Damit liegt die Ergebnisgröße in einem Werteintervall 

einer Wahrscheinlichkeit von 95 % und wird als U95 bezeichnet. 
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4.1.2. Reinheitsuntersuchung von THC 

Reinheitsuntersuchung von THC mittels der direkten Methode qNMR 

Das 1H-NMR-Spektrum der gemessenen Probe ist in Abb. 4-1 dargestellt, wobei die 

jeweiligen Integrationsbereiche unterhalb des Spektrums angegeben sind. Eine 

vergrößerte Darstellung des NMR-Spektrums im Bereich von 6,6 ppm bis 6,1 ppm zeigt 

außerdem die Integration der Verunreinigungen. Die Kalibrierung des Spektrums erfolgte 

anhand des CDCl3-Signals bei 7,26 ppm. 

 

Abb. 4-1 1H-NMR Spektrum von THC und DMT in CDCl3 bei 400 MHz 

Der verwendete interne Standard DMT weist im 1H-NMR-Spektrum zwei Resonanzlinien 

auf. Das eine Signal erscheint im Spektrum bei 3,9 ppm und ist den sechs chemisch 

äquivalenten H-Atomen der beiden CH3-Gruppen zugeordnet. Das zweite Signal liegt bei 

8,1 ppm und bezieht sich auf die vier 

aromatischen Protonen des DMTs, welche 

ebenfalls chemisch äquivalent vorliegen. Die 

Strukturformel des DMTs ist in der Abb. 4-2 

dargestellt, in der die sechs Protonen beider 

CH3-Gruppen blau und die vier aromatischen 

Protonen orange markiert sind.  
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Abb. 4-2 Strukturformel von DMT 
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Das THC zeigt im 1H-NMR Spektrum mehrere Resonanzlinien [75]. Die Strukturformel von 

THC mit entsprechender Nummerierung der einzelnen H-Atome ist in Abb. 4-3 dargestellt, 

wobei die Nummerierung auf das Dibenzopyransystem zurückzuführen ist. Allgemein ist 

es ausreichend, ein Signal auszuwählen, 

um die Reinheit zu berechnen. In diesem 

Fall wurden vier NMR-Signale des THCs 

für die Berechnung verwendet. Zunächst 

erfolgte die Integration der Resonanzlinie 

bei 3,2 ppm im Spektrum, welche dem 

Proton H10a zugeordnet werden konnte. 

Anschließend wurde ein Bereich zwischen 

6,5 – 6,0 ppm von drei NMR-Signalen für 

die Integration zusammengefasst. Jedes 

Signal ist auf ein einzelnes Proton des THCs zurückzuführen. Das Proton H10 entspricht 

dem Signal bei 6,32 ppm, H4 dem bei 6,30 ppm und H2 dem Signal bei 6,18 ppm. 

Innerhalb dieses Integrationsbereiches wurden Signale von Verunreinigungen festgestellt, 

die sorgfältig integriert und vor der Berechnung der Reinheit von der Gesamtintegration 

dieses Bereiches abgezogen wurden. Die zwei ausgewählten Bereiche von THC wurden 

jeweils mit beiden Resonanzsignalen des DMTs ins Verhältnis gesetzt, sodass die Reinheit 

insgesamt vierfach bestimmt wurde. Die Ergebnisse gehen aus der Tab. 4-1 hervor. 

Tab. 4-1 Berechnung der Reinheit von THC anhand der Signalintensitäten 

Signal THC Signal DMT NTHC/NDMT Integration THC Integration DMT Reinheit THC 

3,2 ppm 3,9 ppm 1/6 0,332 3,459 98,24 % 

3,2 ppm 8,1 ppm 1/4 0,332 2,308 98,17 % 

6,5 – 6,0 ppm 3,9 ppm 3/6 0,982 3,459 97,43 % 

6,5 – 6,0 ppm 8,1 ppm 3/4 0,982 2,308 97,35 % 

 

Bekannt sind sowohl die Molmassen von DMT und THC (MDMT =194,19 g/mol; 

MTHC =314,472 g/mol) als auch die eingewogenen Massen beider Substanzen 

(mDMT =32,052 mg; mTHC =30,413 mg) der verwendeten Probe.  Die Anzahl der jeweils 

zugehörigen H-Atome (NDMT; NTHC)  und die Intensitäten der Signale (IDMT; ITHC) sind in 

Tab. 4-1 aufgeführt, woraus die Reinheit des Referenzmaterials mit Hilfe von Gleichung 1 

(siehe Kapitel 3) vierfach berechnet wurde. Für den Mittelwert ergab sich eine Reinheit 

von P =97,8 % mit einer dazugehörigen Standardabweichung (STAW) von 0,47 %. Die 
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Abb. 4-3 Strukturformel von THC 
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Standardunsicherheit der Integration berechnet sich aus der Standardabweichung des 

Mittelwertes geteilt durch die Wurzel der Anzahl n der Bestimmungen (in diesem Fall 

n =4) und beträgt somit 0,24 %.  

Für das Verfahren der Reinheitsbestimmung mittels qNMR sind im Unsicherheitsbudget 

generell die Unsicherheiten der Molmassen, der Einwaagen beider Substanzen, der 

Intensitätsverhältnisse (Integration) sowie der Reinheitsgrad des internen Standards zu 

berücksichtigen. 

Die Standardunsicherheit der Molmasse u (M i) setzt sich aus den Unsicherheiten der 

Atommasse der Elemente Kohlenstoff (C), Wasserstoff (H) und Sauerstoff (O) gemäß der 

Summenformel zusammen. In Tab. 4-2 sind diese Unsicherheitsbeträge aufgeführt, die 

auf Angaben der International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) zurückgehen 

[62]. Für die Unsicherheit der Molmassen ergibt sich mit Hilfe der Gleichung 2 ein Betrag 

von u (MTHC) =0,017 für THC und u (MDMT)=0,0081 für DMT. 

Tab. 4-2 Unsicherheitsbeiträge aus den Atommassen laut der IUPAC-Tabelle 

Element Atommasse in g/mol Unsicherheit in g/mol  THC(C21H30O2) DMT(C10H10O4) 

H 1,00794 ± 0,00007 0,0021 0,0007 

C 12,0107 ± 0,0008 0,0168 0,008 

O 15,9994 ± 0,0003 0,0006 0,0012 

 

Ein weiterer Beitrag zur gesamten Unsicherheit ist auf die Einwaage von THC und DMT 

zurückzuführen.  

Dieser Anteil ergibt sich aus der Unsicherheit der verwendeten analytischen Waage MC5, 

die laut Kalibrierungszertifikat mit U95 =0,0020 mg * 1,36*10-5 * I angegeben ist, wobei I 

der Nettoanzeige entspricht. Durch Einsetzen der jeweiligen Einwaagen 

(mDMT =32,052 mg; mTHC =30,413 mg) in die Gleichung ergibt sich sowohl für THC als 

auch für DMT ein Beitrag zur Unsicherheit von 0,01 %. 

Die letzte Einflussgröße der gesamten Unsicherheitsbetrachtung stellt die Reinheit des 

internen Standards DMT dar, die aus der Zertifizierungsurkunde entnommen wurde. 

Das Unsicherheitsbudget ist in Tab. 4-3 aufgeführt. Es zeigte sich, dass die Integration 

der NMR-Signale den größten Einfluss auf die Gesamtunsicherheit hat, gefolgt von der 

Reinheit des internen Standards. Die Molmassen und die Einwaagen hingegen zeigten fast 

vernachlässigbare Beiträge zur Gesamtunsicherheit der Reinheitsbestimmung. 
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Tab. 4-3 Einflussgrößen der Unsicherheit für die Reinheitsbestimmung mittels qNMR 

 Größe Unsicherheitsbetrag Unsicherheit in % 

Integration 97,80% 0,24% 0,24 

Molare Masse THC 314,472 g/mol 0,017 0,005 

Molare Masse DMT 194,19 g/mol 0,0081 0,004 

Einwaage THC 30,41 mg 0,01 0,03 

Einwaage DMT 32,05 mg 0,01 0,03 

Reinheit DMT 100% 0,14% 0,14 

 

Die kombinierte Unsicherheit wurde mit Hilfe der Gleichung 2 berechnet und ergab einen 

Betrag von uc =0,28 %. Der Erweiterungsfaktor k =2 führte zu einer relativen, 

erweiterten Unsicherheit von U95 =0,6 %. 

Die Reinheit P (Purity) des Referenzmaterials wurde mittels qNMR mit PTHC =97,8 ± 0,6 % 

bestimmt. 

 

Reinheitsuntersuchung von THC mittels indirekter Methode 

Mit Hilfe der GC/FID-Messungen wurden neben THC als Hauptbestandteil sechs weitere 

Nebenbestandteile gefunden. Beispielhaft ist ein Chromatogramm einer Messung in Abb. 

4-4 dargestellt. Zusätzlich zeigt der vergrößerte Bereich die Peak-Integrationen der 

organischen Verunreinigungen. 

 

Abb. 4-4 Chromatogramm der GC/FID-Messung von THC 
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Es ist ersichtlich, dass drei der auftretenden Verunreinigungen bei den Retentionszeiten 

tR = 7,95 min, 8,38 min und 8,47 min nicht vollständig bis auf die Basislinie vom THC-

Peak getrennt im Chromatogramm auftreten. Diese Tatsache erschwerte die korrekte 

Auswertung der Integration. Für die automatisierte Auswertung mittels Chrom Card 

Software wurden die Parameter so eingestellt, dass die Integration wie auf der Abbildung 

dargestellt erfolgte. Zum einen wurde dabei das Peaktailing des THC-Peaks 

vernachlässigt, was zu einer geringeren Abschätzung der Reinheit führt. Zum anderen 

sind auch die Verunreinigungen nicht bis auf die Basislinie integriert, was zu einer 

höheren Abschätzung der Reinheit führt.  

Bei sich überlagernden Signalen dürfte es grundsätzlich nur schwer gelingen, die 

tatsächliche Reinheit zu ermitteln. 

Die Ergebnisse der Reinheitsbestimmung von THC mittels GC/FID-Messungen sind für die 

fünf untersuchten Lösungen der jeweiligen Konzentration von 1 mg/mL THC in Methanol 

in der nachstehenden Tab. 4-4 aufgeführt. Die ebenfalls aufgelisteten Mittelwerte (MW) 

sowie die dazugehörige Standardabweichung (SD) berechneten sich aus der vierfachen 

Messung jeder Lösung. 

Tab. 4-4 Bestimmung der mittleren Reinheit durch GC/FID-Messungen 

Lösung Messung 1 Messung 2 Messung 3 Messung 4 MW SD 

1 98,75 97,14 97,54 97,39 97,71 0,72 

2 95,70 96,83 97,54 96,94 96,75 0,77 

3 97,76 96,83 96,66 96,35 96,90 0,61 

4 98,11 98,53 98,15 98,31 98,28 0,19 

5 98,25 98,30 98,18 97,72 98,11 0,27 

 

Aus den Ergebnissen der GC/FID-Untersuchung konnte ein Mittelwert von 97,5 % für die 

Reinheit von THC bestimmt werden mit einer dazugehörigen Standardabweichung von 

0,69. 

Mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse (one-way ANOVA) wurde die Messunsicherheit 

der GC/FID-Bestimmung aus den erhaltenen Daten berechnet. Allgemein handelt es sich 

um ein statistisches Testverfahren, bei dem auf Unterschiede zwischen mehreren 

Mittelwerten, die jeweils aus mehreren Einzelwerten berechnet sind, geprüft wird. Das 

Testverfahren vereinfacht sich, wenn zum einen die einzelnen Gruppen aus gleich vielen 

Einzelwerten bestehen und zum anderen die Varianzen der Gruppen homogen sind [113]. 

Beide Voraussetzungen sind somit gegeben. Eine Gruppe entspricht in diesem Fall einer 
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der untersuchten Lösungen, bestehend aus jeweils vier Einzelwerten. Die 

Wiederholungspräzision s2
lsg einer Lösung wurde nach folgender Gleichung berechnet.  

 ∑∑∑
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iij
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In der Formel entspricht m der Anzahl der Lösungen und n der Anzahl der wiederholten 

Messungen pro Lösung. Durch Einsetzen der Messergebnisse ergab sich eine 

Wiederholungspräzision von s2
lsg = 0,3155 als Varianz der einzelnen Lösung.  

 

Die Laborpräzision stellt eine Kombination der Streuungen unter 

Wiederholungsbedingungen und den durch die Variation zwischen den Lösungen 

verursachten Effekten dar. Dafür ist zunächst die Bestimmung der Varianz des Gruppen-

Mittels s2
GM erforderlich, welches sich wie folgt berechnet. 
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Die Varianz des Gruppenmittels spiegelt die Varianz der Inhomogenität und Präparation 

der Lösungen wider und betrug s2
GM = 0,4829. Für die Laborpräzision geht sowohl das 

berechnete Gruppenmittel als auch die Varianz der einzelnen Lösung ein. Sie entspricht 

gleichzeitig der abgeschätzten Messunsicherheit u2 und wurde nach der folgenden Formel 

berechnet: 
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Es wurde eine Messunsicherheit u2 =0,7196 bzw. u =0,8483 ermittelt. Daraus konnte mit 

dem Erweiterungsfaktor k =2 die relative, erweiterte Messunsicherheit von U95 =1,7 % 

ermittelt werden.  

 

Die Reinheitsbestimmung mittels GC/FID ergab somit, dass das verwendete 

Referenzmaterial THC (97,5 ±1,7) % rein vorlag.  

Dieses Ergebnis gilt jedoch nur unter der Annahme, dass alle gefundenen 

Verunreinigungen einem Responsefaktor von 1,0 entsprechen. Allgemein ist das FID-

Signal in erster Näherung der Anzahl der Kohlenstoffatome proportional. Abhängig von 

der Molekülstruktur der gemessenen Substanz zeigt der Detektor jedoch ein 

unterschiedliches Ansprechverhalten. Es wurde bei den Berechnungen somit 

vorausgesetzt, dass es sich bei den Verunreinigungen um Substanzen handelt, die eine 

ähnliche Struktur wie THC aufweisen. Die Herstellung des reinen THCs basiert auf einer 

Extraktion aus der Cannabispflanze. Demzufolge könnte es sich bei den Verunreinigungen 
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um andere Cannabinoide handeln, welche nicht vollständig von THC abgetrennt werden 

konnten. Diese Vermutung wurde zusätzlich durch die ähnlichen Retentionszeiten der 

Nebenbestandteile bestärkt. Die realen Responsefaktoren können allerdings nur ermittelt 

werden, wenn eine eindeutige Identifizierung der Verunreinigungen gelingt und eine 

Kalibrierung zur Konzentrationsbestimmung durchgeführt wird. Drei Cannabinoide, welche 

käuflich erworben werden konnten, wurden als mögliche Nebenbestandteile der THC-

Substanz getestet. Dabei handelte es sich um das thermodynamisch stabilere Isomer 

delta-8-THC, das Cannabidiol (CBD) und das Cannabinol (CBN). Anhand der 

Retentionszeiten der Verunreinigungen konnte jedoch keine eindeutige Zuordnung der 

geprüften Substanzen erfolgen. Trotzdem sind diese als Nebenbestandteile nicht 

auszuschließen, da die Retentionszeit von der injizierten Konzentration abhängig sein 

kann. Für keine der sechs detektierten Verunreinigungen konnte somit der reale 

Responsefaktor ermittelt werden, sodass er mit 1,0 angenommen wurde. 

Geprüft wurde weiterhin, ob sich die ermittelte Reinheit im Fall von Verdünnungen der 

eingesetzten Lösungen verändert. Zu diesem Zweck wurden zusätzlich Verdünnungen 

einer Lösung gemessen (1:2 und 1:5). Eine Änderung des ermittelten THC-Anteils wurde 

nicht festgestellt. Die Ergebnisse wurden somit bestätigt. 

 

Untersuchung auf anorganische Verunreinigungen mittels ICP-MS 

Bei der ICP-MS-Untersuchung wurde die Substanz THC auf 70 verschiedene Elemente 

anhand eines Multielementstandards und der Bestimmung von Blindwerten getestet. Es 

konnten dabei Spuren von Natrium, Calcium und Aluminium festgestellt werden. Für alle 

anderen Elemente wurden anhand des Blindwertes der 0,15 M Salpetersäure Grenzwerte 

berechnet und addiert. Insgesamt ergab sich für die anorganischen Verunreinigungen ein 

Masseanteil von 45,37 ng/g. Das gesamte Messunsicherheitsbudget ermittelte sich durch 

Anwendung der GUM-workbench und ist in Tab. 4-5 aufgelistet. 
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Tab. 4-5 Messunsicherheitsbudget der ICP-MS-Bestimmung 

Größe Wert 
Standard-
messunsicherheit 

Freiheitsgrad 
Unsicherheits-
beitrag 

Index 

wimp_Dig 45.4 ng/g 11.0 ng/g 50 670·10-6 g/g  99.1 % 

mTHC 30.000000 g 800·10-6 g 50 73·10-9 g/g  0.0 % 

mDig 0.04940 g 1.13·10-3 g    

m2 115.808600 g 800·10-6 g 50 -45·10-6 g/g  0.4 % 

m1 115.759200 g 800·10-6 g 50 45·10-6 g/g  0.4 % 

wimp_THC 2.76·10-3 g/g  50 671·10-6 g/g  

 

Die in der Tabelle aufgeführte Größe mDig (Masse vom Aufschluss) berechnete sich aus 

der Differenz der Masse des Mikrowellengefäßes einschließlich der Masse von THC (m2) 

und der Leermasse des Mikrowellengefäßes (m1). Aus der Tabelle wird ersichtlich, dass 

die ICP-MS-Messung fast den vollständigen Unsicherheitsbeitrag ausmacht. Die 

Einwaagen der Mikrowellengefäße sowie die Einwaage des THCs sind vernachlässigbar. 

Der ermittelte Massenanteil der Verunreinigungen betrug laut GUM wimp_THC =0,0276 g/g. 

Die Standardmessunsicherheit u =0,000671 führte durch Multiplikation mit dem 

Erweiterungsfaktor k =2 zur erweiterten Messunsicherheit von U95 =0,0013 g/g. 

 

Der Anteil der anorganischen Verunreinigungen lag somit bei wimp_inorg(0,028 ±0,013) g/g. 

 

Die resultierende Reinheit der indirekten Methode wurde aus den ermittelten Anteilen der 

Verunreinigungen der GC/FID-Messung und der ICP-MS-Untersuchung berechnet. 

Zusätzlich ging der vom Hersteller angegebene Wasseranteil (0,23 %) als Verunreinigung 

mit ein. Für den Wassergehalt ist vom Hersteller keine Unsicherheitsangabe gemacht 

wurden, weshalb in diesem Fall eine Rechtecksverteilung mit einer Halbwertsbreite von 

0,01 angenommen wurde. Die Berechnung erfolgte ebenfalls mit Hilfe der GUM-

workbench nach der folgenden Formel. 

 
100

ww100
*P=P inorg_impO2H_imp

GC/FIDTHC

--

 (14) 

Die Anteile der Verunreinigungen von Wasser und anorganischen Bestandteilen wurden 

somit zunächst von 100 subtrahiert, anschließend auf 100 % bezogen und schließlich mit 

der ermittelten Reinheit der GC/FID-Messung multipliziert.  

Daraus resultierte für die Reinheit des Referenzmaterials PTHC =(97,3 ±1,7) %.  



Ergebnisse und Auswertung  Seite 57 

Die Unsicherheit besteht demnach ausschließlich aus dem Beitrag der GC/FID-Messung. 

Im Gegensatz dazu sind die Unsicherheiten der ICP-MS-Messung und des Wassergehaltes 

vernachlässigbar. Alle Unsicherheitsbeiträge sind der Tab. 4-6 zu entnehmen. 

Tab. 4-6 Unsicherheitsbudget der Reinheitsberechnung mittels indirekter Methode  

Größe Wert 
Standardmess-
unsicherheit 

Freiheitsgrad 
Unsicherheits-
beitrag 

Index 

PGC/FID 97.500 0.850 50 0.85 100.0 % 

wimp_H2O 0.23000 5.77·10-3 ∞ -5.6·10-3 0.0 % 

wimp_inorg 2.800·10-3 650·10-6 50 -630·10-6 0.0 % 

PTHC 97.27  50 0.848  

 

Vergleich der Reinheitsbestimmungen 

In der folgenden Abb. 4-5 sind die Ergebnisse der direkten und der indirekten Methode 

der Reinheitsanalyse sowie der Wert des Herstellers (THCpharm) einander 

gegenübergestellt. Beide Ergebnisse lagen innerhalb ihrer Unsicherheitsintervalle (als rote 

Balken markiert) in einem sich überschneidenden Bereich und bestätigten außerdem den 

vom Hersteller angegebenen Wert von 98,3 %. Eine größere Unsicherheit zeigte die 

indirekte Methode gegenüber der direkten qNMR-Bestimmung.  
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Abb. 4-5 Vergleich der ermittelten Reinheit von THC mittels direkter und indirekter 

Methode mit der Angabe des Herstellers THCpharm  
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Eine weitere Möglichkeit ergibt sich aus der kombinierten Reinheit beider Methoden. Dafür 

wird der Mittelwert des indirekten und direkten Verfahrens gebildet. 

Die Mittelwert der Reinheit beträgt in diesem Fall PTHC =97,5 %. Die dazugehörige relative  

Unsicherheit berechnet sich nach Gleichung und beträgt U95 =0,9 %. In den meisten 

Fällen wird jedoch das Ergebnis der Reinheitsbestimmung einer Methode bevorzugt und 

das zweite Verfahren gilt eher als eine zusätzliche Bestätigung. 

 

4.1.3. Validierung der GC/MS-Methode 

Die Validierung der entwickelten Methode erfolgte in Anlehnung an die GTFCh-Richtlinien 

[8, 9] und wurde im Folgenden in die Untersuchung der Linearität, Berechnung der 

analytischen Grenzwerte der Methode (LOD, LLOQ, LOQ), Wiederholungspräzision, 

Laborpräzision sowie der Extraktionsausbeute unterteilt. 

 

Lineare Regression 

In der Analytik wird die lineare Regression zur Beschreibung von Kalibrierfunktionen 

verwendet. Dabei stellen die Konzentration von THC in Serum die unabhängige Variable 

und der dafür erhaltene Messwert die abhängige Variable dar. Die am häufigsten 

eingesetzte lineare Regression geht davon aus, dass der Zusammenhang beider Variablen 

durch eine Gerade beschrieben werden kann. 

Zur Untersuchung der Linearität der THC-Bestimmung wurde an sechs unterschiedlichen 

Tagen jeweils eine Achtpunkt-Kalibrierung im gewünschten Konzentrationsbereich von 

THC in Serum durchgeführt. Dazu erfolgte eine Dotierung ins Leerserum der THC-

Konzentrationen 0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2 und 2,5 ng/mL mit jeweils 1 ng/mL internem 

Standard THC-D3. Ein Beispiel der ermittelten Regressionsgeraden ist in der Abb. 4-6  

gezeigt. 
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Abb. 4-6 Darstellung der Regressionsgraden der GC/MS-Messung von THC in Serum 

Die entsprechende Geradengleichung lautet allgemein: b+xa=y . 

Der Zusammenhang zwischen den x-Werten (dotierte Konzentration von THC) und den 

ermittelten Messwerten y (Peakfläche THC im Verhältnis zur Peakfläche THC-D3) führt zu 

einer Ausgleichsgeraden. Dabei entspricht a der Steigung der Geraden und b dem 

Ordinatenabschnitt. Der Anstieg a der jeweiligen Geradengleichung lässt sich aus den 

sogenannten Quadratsummen berechnen:  

 
xx

xy

Q

Q
=a  (15) 

Die Steigung der Kalibriergeraden stellt ein Maß für die Empfindlichkeit des Verfahrens 

dar. 

Der Ordinatenabschnitt ergibt sich aus dem arithmetischen Mittel der 

Analytkonzentrationen der Kalibrierproben und des arithmetischen Mittels der Messwerte: 

xa-y=b . 

Die Präzision der linearen Regression wird durch die sogenannte Reststandardabweichung 

sy ausgedrückt. Darunter wird ein Maß für die Streuung der Messwerte yi in y-Richtung 

um die Gerade verstanden. 
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Im Idealfall liegen alle Wertepaare genau auf der Geraden und die 

Reststandardabweichung beträgt null.  

Weiterhin wird oft ein Korrelationskoeffizient R angegeben, um die Anpassung der 

Regression zu beurteilen. Er vergleicht die Streuung der Punkte von der Gerade mit der 

Gesamtstreuung des Verfahrens. 

In der folgenden Tab. 4-7 sind die Steigung a, der Ordinatenabschnitt b, der 

Korrelationskoeffizient R und die Reststandardabweichung sy jeweils für die Gerade der 

Target-Ionen und der Qualifier-Ionen angegeben. 

Tab. 4-7 Ermittelte Kennwerte der linearen Regression für Target und Qualifier 

 a b R sy 

Target (386/389) 0,9856 0,0398 0,9996 0,0025 

Qualifier (371/374) 0,9961 0,1167 0,9988 0,0466 

 

Weiterhin wurde die Linearität durch Anwendung des F-Tests (Mandeltest) bestätigt. 

Dabei wird geprüft, ob die quadratische Regression eine signifikant bessere Anpassung 

zeigt als die lineare. Ist dies nicht der Fall, kann mit dem linearen Modell gearbeitet 

werden.  

Die Durchführung der Kalibrierung und Überprüfung der Linearität fand in dieser Arbeit 

nur zum Zweck der Bestimmung der analytischen Grenzwerte der verwendeten Methode 

statt. Für die eigentlichen Konzentrationsbestimmungen kam jeweils eine Einpunkt-

Kalibrierung (Exact isotope matching -Verfahren) zur Anwendung. 

 

Analytische Grenzwerte der Methode 

Unter der Nachweisgrenze LOD (limit of detection) wird formal die mit einer statistischen 

Wahrscheinlichkeit kleinste nachweisbare Analytmenge verstanden. Diese statistische 

Wahrscheinlichkeit beträgt 50 % (nach DIN 32645). 

Die Erfassungsgrenze LLOQ (lower limit of quantification) stellt die doppelte 

Nachweisgrenze dar. Die statistische Wahrscheinlichkeit einen Analyten zu finden, ist mit 

95 % definiert.  

Die Bestimmungsgrenze LOQ (limit of quantification) hingegen ist eine quantitative 

Grenze. Sie beschreibt die kleinste Menge oder Konzentration, die mit einer vorgegebenen 

Genauigkeit gerade noch quantifiziert werden kann [113]. 

Für die Bestimmung der analytischen Grenzwerte wurde in diesem Fall die 

Kalibriermethode angewandt.  

Dabei wurden LOD und LOQ nach folgenden Formeln berechnet. 
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Hierbei entspricht tf,α dem Wert der einseitigen t-Tabelle mit einer Anzahl von 

Freiheitsgraden f =N-2 und einer Wahrscheinlichkeit von 95 %. 

Die Erfassungsgrenze wurde analog berechnet, sie entspricht der zweifachen 

Nachweisgrenze. Die Grenzewerte LOD und LLOQ sind auf die Messwerte des Qualifiers 

bezogen. 

Zur Berechnung der Bestimmungsgrenze wurde tf,ß verwendet, was dem entsprechenden 

Wert der zweiseitigen t-Tabelle zugeordnet ist. Zusätzlich wird eine Ergebnisunsicherheit 

von 33 % durch den Faktor k =3 mit eingebracht. Die Bestimmungsgrenze LOQ wurde 

anhand der Messwerte der Target-Ionen ermittelt. 

In der folgenden Tab. 4-8 sind die Grenzwerte des GC/MS-Verfahrens zum einen als 

Konzentration von THC in Serum bezogen auf die Anwendung der beschriebenen 

analytischen Aufarbeitung angegeben. Zum anderen ist die absolute Menge an THC 

aufgeführt, welche auf die GC-Säule injiziert wurde. 

Tab. 4-8 Analytische Grenzwerte der GC/MS-Methode 

 Konzentration von THC in Serum  Absolutmenge an THC auf der GC-Säule 

LOD 0,082 ng/mL 5 fmol 

LLOQ 0,229 ng/mL 15 fmol 

LOQ 0,378 ng/mL 24 fmol 

 

Untersuchung der Genauigkeit 

Die Genauigkeit einer Methode wird durch die Präzision und durch die Richtigkeit 

beschrieben. 

Für die Bestimmung der Wiederholungspräzision (intraday precision) und der 

Laborpräzision (interday precision) wurden zwei Konzentrationsniveaus von THC in Serum 

untersucht. Einerseits wurde die Konzentration des in Deutschland bestehenden 

Grenzwertes bei 1 ng/mL THC in Serum untersucht und andererseits ein Kontrollserum, 

dessen Konzentration sich im Intervall von 1,7 – 4,1 ng/mL THC in Serum bewegt. 

Die Dotierung des Leerserums erfolgte mit einer bekannten Konzentration an THC und 

betrug 1,045 ng/g bzw. 1,069 ng/mL. Nachfolgend sind in Tab. 4-9 alle Messergebnisse 

der Konzentrationsbestimmung in ng/mL des dotierten Serums, sowie die Mittelwerte 

(MW) der sechs Messtage und die dazugehörige Standardabweichung (SD) aufgelistet. 
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Tab. 4-9 Darstellung der Messwerte der 6-fachen Bestimmung des niedrigen 

Konzentrationsniveaus (1 ng/mL THC in Serum) an sechs Tagen sowie der 

Tagesmittelwerte und der dazugehörigen Standardabweichung 

 Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 

 1,0507 1,1083 1,0614 1,0791 1,0901 1,0542 

 1,1260 1,0249 1,0746 1,0754 1,0703 1,0709 

 1,0743 1,0396 1,0441 1,1375 1,0651 1,0041 

 1,0655 1,0903 1,0821 1,0898 1,0871 1,0291 

 1,0761 1,0488 1,0607 1,0711 1,0836 1,0710 

 1,1671 1,0744 1,0378 1,0847 1,0691 1,1309 

       

MW 1,0933 1,0644 1,0601 1,0896 1,0775 1,0600 

SD 0,0442 0,0320 0,0170 0,0244 0,0106 0,0433 

 

Der Gesamtmittelwert ergab eine Konzentration von 1,075 ng/mL mit dazugehöriger 

Standardabweichung von 3 %. 

Analog dazu sind in Tab. 4-10 die Messwerte der Genauigkeitsuntersuchung für das 

höhere Konzentrationsniveau aufgelistet. 

Tab. 4-10 Darstellung der Messwerte der 6-fachen Bestimmung des höheren 

Konzentrationsniveaus (2,4 ng/mL THC in Serum) an sechs Tagen sowie der 

Tagesmittelwerte und der dazugehörigen Standardabweichung 

 Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 

 2,3837 2,4237 2,3665 2,3347 2,3668 2,4091 

 2,4879 2,4357 2,3254 2,3649 2,3782 2,3912 

 2,3738 2,4779 2,3438 2,3633 2,4004 2,421 

 2,4607 2,4576 2,3605 2,3172 2,382 2,4906 

 2,5258 2,4306 2,3067 2,3184 2,3166 2,3711 

 2,3436 2,3217 2,2905 2,3668 2,3586 2,3788 

       

MW 2,4292 2,4245 2,3323 2,3442 2,3671 2,4103 

SD 0,0724 0,0542 0,0302 0,0236 0,0285 0,0435 
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Der Mittelwert der Messungen des Kontrollserums lag bei einer Konzentration von 

2,437 ng/mL THC in Serum und einer dazugehörigen Standardabweichung von 2,4 %. 

Zur Berechnung der Wiederholungspräzision und Laborpräzision wurde die einfaktorielle 

Varianzanalyse verwendet. Die Beschreibung der mathematischen Grundlagen fand 

bereits bei der Auswertung der GC/FID-Messung statt. 

Tab. 4-11 Untersuchung der Genauigkeit und Richtigkeit der GC/MS-Methode 

Konzentrationsniveau niedrig  hoch 

Sollwert (Target) 1,069 ng/mL 1,7 - 4,1 ng/mL 

Mittelwert (MW) 1,075 ng/mL 2,437 ng/mL 

Standardabweichung (SD) 0,031 ng/mL 0,057 ng/mL 

Wiederholungspräzision (intraday) 2,9 % 1,9 % 

Laborpräzision (interday) 3,0 % 2,5 % 

Abweichung vom Sollwert (Bias) 0,6 % - 

 

Die ermittelte Wiederholungspräzision betrug bezogen auf das niedrigere und das höhere 

Konzentrationslevel 2,9 % bzw. 1,9 %, die Laborpräzision hingegen 3,0 % bzw. 2,5 % 

(siehe Tab. 4-11). Es zeigte sich bei der höheren Konzentration von THC in Serum eine 

etwas höhere Genauigkeit. Die Richtigkeit der Methode spiegelt sich im ermittelten Bias 

wider, der einer Abweichung vom Sollwert entspricht und im Fall der niedrigeren 

Konzentration mit + 0,6 % bestimmt wurde. Für das höhere Konzentrationsniveau wurde 

keine Abweichung vom Sollwert berechnet, da das vorgegebene Intervall für diese 

Untersuchung deutlich zu groß gefasst ist. Die mittlere THC-Konzentration des 

verwendeten Kontrollserums liegt bei 2,9 ng/mL. Die Spanne von 1,7 – 4,1 ng/mL  

entstammt der Auswertung der durchgeführten Ringversuche unter Anwendung eines 

zweifachen Z-Scores. 

Nachfolgend ist in Abb. 4-7 das Chromatogramm der Massen m/z 386 amu (THC) und 

m/z 389 amu (THC-D3) dargestellt. Anhand dieser Massen erfolgte die Quantifizierung der 

untersuchten Proben. 
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Abb. 4-7 Darstellung des Chromatogramms der Massen m/z 386 amu (THC) und 

m/z 389 amu (THC-D3) bei einer Konzentration von 1 ng/mL THC in Serum 

Extraktionsausbeute  

Um die Extraktionsausbeute ermitteln zu können, kam es zur Aufbereitung von zwei 

Serumproben. Eine Probe wurde vor der Flüssig-Flüssig-Extraktion sowohl mit THC als 

auch mit internem Standard THC-D3 dotiert. Währenddessen wurde die zweite Probe vor 

der Extraktion nur mit THC dotiert, erst nach Ablauf der Extraktion folgte die Zugabe des 

internen Standards THC-D3. Zur Bestimmung der absoluten Ausbeute des Verfahrens 

diente ein Vergleich der Signalintensitäten der GC/MS-Messung beider Proben. Die 

beschriebene Prozedur wurde für die untersuchten Konzentrationen von THC in Serum 

(1 ng/mL und 2,4 ng/mL) durch Dotierung von Leerserum durchgeführt. Die 

Extraktionseffizienz konnte in beiden Fällen mit 65 %iger Ausbeute gefunden werden.  

4.1.4. Betrachtung des Unsicherheitsbudgets 

Zur Betrachtung des gesamten Unsicherheitsbudgets der untersuchten THC-Messungen in 

Serum, wurden zunächst die Eingangs- bzw. Einflussgrößen in Typ A und B 

unterschieden. 

 

Die Unsicherheit der GC/MS-Messung stellt eine Einflussgröße von Typ A dar, da sie über 

statistische Beobachtungen ermittelt wurde. Um die Standardunsicherheit der 

Wiederholbarkeit der Messung abzuschätzen, wurden die sechs Mittelwerte der einzelnen 

Tage betrachtet.  
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Nachstehend sind in Tab. 4-12 die ermittelten Masseanteile wTHC_exp beider 

Konzentrationen aufgeführt. Daraus wurden die Gesamtmittelwerte der einzelnen Tage, 

die Standardabweichung, die Standardabweichung des gesamten Mittelwertes und der 

Variationskoeffizient berechnet. Dabei entspricht die Standardabweichung des 

Gesamtmittelwertes der Unsicherheit der GC/MS-Messung. 

Tab. 4-12 Unsicherheitsuntersuchung der Wiederholbarkeit der Messung 

Konzentrationslevel niedrig  hoch 

Mittelwert Tag 1 1,0697 ng/g 2,4292 ng/g 

Mittelwert Tag 2 1,0414 ng/g 2,4245 ng/g 

Mittelwert Tag 3 1,0373 ng/g 2,332 ng/g 

Mittelwert Tag 4 1,0662 ng/g 2,3442 ng/g 

Mittelwert Tag 5 1,0543 ng/g 2,3671 ng/g 

Mittelwert Tag 6 1,0372 ng/g 2,4103 ng/g 

   

Sollwert (Target) 1,0450 ng/g 1,7 - 4,1ng/mL 

Mittelwert (MW) 1,0510 ng/g 2,437 ng/mL 

Standardabweichung (SD) 0,015 ng/g 0,042 ng/mL 

SD des Gesamtmittelwertes 0,0059 ng/g 0,0192 ng/mL 

Variationskoeffizient (CV) 1,4 % 1,8 % 

 

Ferner gehen drei weitere Einflussgrößen in die Gesamtunsicherheit der THC-Messungen 

ein. Diese sind allerdings dem Typ B zugeordnet, da hierbei die Ergebnisse aus früheren 

Messungen mit der ermittelten Unsicherheit eingesetzt werden. Möglich wäre auch, alle 

Ergebnisse, die ebenfalls durch statistische Beobachtungen entstanden sind, als Typ A in 

die GUM-workbench einfließen zu lassen. Dabei müssten jedoch alle Beobachtungen 

einzeln aufgeführt werden, was letztendlich zum gleichen Ergebnis führt. 

Abgesehen von der GC/MS-Messung selbst wurden die folgenden drei Einflussgrößen von 

Typ B betrachtet: 

• die Bestimmung der Dichte 

• die Ermittlung der Reinheit des Referenzmaterials THC  

• die Einwaage von THC zur Herstellung der Stammlösung 

 

In der folgenden Tab. 4-13 sind die Werte der jeweiligen Größen zusammen mit ihrer 

Verteilung und der erweiterten Standardunsicherheit aufgelistet, letztere ist auf den 
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Erweiterungsfaktor k =2 bezogen. Die angenommene Wahrscheinlichkeitsverteilung 

entsprach jeweils der Normalverteilung. 

Tab. 4-13 Einflussgrößen von Typ B auf das Unsicherheitsbudget für die THC-

Bestimmung  

Einflussgröße Wert Erweiterte Unsicherheit 

Dichte Serum in g/mL 1,022539 0,00005 

Reinheit von THC in g/g 0,975 0,006 

Korrekturfaktor der Einwaage 1,0000000 0,0020136 

 

In der Tabelle wurde der Wert der Dichtebestimmung des Leerserums bei einer 

Temperatur von 20 °C aufgeführt. Für das Kontrollserum wurde der Wert entsprechend 

geändert. Die Dichtebestimmung beider Serumproben zeigte dieselbe erweiterte 

Messunsicherheit. 

Der Wert der Reinheit von THC wurde für die Bestimmung mittels qNMR angegeben und 

ändert sich entsprechend, wenn die ermittelte Reinheit der indirekten Methode verwendet 

wird. 

Die auftretende Unsicherheit der Wägung wurde anhand des Kalibrierscheines der 

Mikrowaage MC 5 berechnet. Laut Kalibrierschein vom 17.08.2006 wird die 

Gesamtunsicherheit der Waage mit Hilfe der Gleichung U95 =0,0020 mg * 1,36*10-5 * I  

beschrieben. 

Für die Herstellung der Stammlösungen wurde jeweils etwa 1 mg der Reinsubstanz 

eingewogen. Durch Einsetzen in die Gleichung erhielt man eine erweiterte Unsicherheit 

U95 =0,0020136 mg (0,20136 %). 

Das gesamte Unsicherheitsbudget für die THC-Messungen in Serum wurde für das 

Konzentrationsniveau von 1,069 ng/mL nachfolgend in der Tab. 4-14 zusammengestellt. 

Dabei wurde für die Reinheit des THCs der Wert 1 angenommen, da die Umrechung der 

Messergebnisse auf 97,5 % Reinheit bereits vor dem Einsetzten in die GUM-workbench 

erfolgte.  
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Tab. 4-14 Standardunsicherheit für die THC-Messung der niedrigeren Konzentration  

Größe Wert 
Standard-
messunsicherheit 

Freiheitsgrad 
Unsicherheits-
beitrag 

Index 

wTHC_exp 1.05103 ng/g 5.94·10-3 ng/g 5 6.1·10-3 ng/mL 76.1 % 

ρSerum 1.022539 g/mL 25.0·10-6 g/mL 50 26·10-6 ng/mL 0.0 % 

PTHC 1.00000 g/g 3.00·10-3 g/g 50 3.2·10-3 ng/mL 21.4 % 

KW 1.00000 1 1.01·10-3 1 50 1.1·10-3 ng/mL 2.4 % 

βTHC 1.075 ng/mL  8 0.007 ng/mL  

 

Für das Konzentrationsniveau von 1,069 ng/mL THC in Serum betrug die kombinierte 

Standardmessunsicherheit uc =0,007 ng/mL. Daraus konnte die erweiterte Unsicherheit 

von U95 =1,5 % berechnet werden, wobei ein Erweiterungsfaktor k =2,4 (entsprechend 

der Freiheitsgrade f =8) zu einer THC-Massenkonzentration von βTHC = 

(1,075 ± 0,007) ng/mL führte. Das Ergebnis beinhaltet keine systematische Abweichung 

vom Sollwert, da ein Bias von 0,6 % ermittelt wurde, der somit innerhalb der bestimmten 

Unsicherheit liegt. 

Analog dazu wurde das Unsicherheitsbudget für die THC-Messungen in Serum für das 

Konzentrationsniveau von 2, 437 ng/mL in der Tab. 4-15 zusammengestellt.  

Tab. 4-15 Standardunsicherheit für die THC-Messung der höheren Konzentration  

Größe Wert 
Standard-

messunsicherheit 
Freiheitsgrad 

Unsicherheits-

beitrag 
Index 

wTHC_exp 2.3846 ng/g 0.0172 ng/g 5 0.018 ng/mL 83.9 % 

ρSerum 1.022030 g/mL 25.0·10-6 g/mL 50 60·10-6 ng/mL 0.0 % 

PTHC 1.00000 g/g 3.00·10-3 g/g 50 7.3·10-3 ng/mL 14.5 % 

KW 1.00000 1 1.01·10-3 1 50 2.5·10-3 ng/mL 1.6 % 

βTHC 2.437 ng/mL  7 0.019 ng/mL  

 

Für das höhere Konzentrationsniveau wurde eine kombinierte Unsicherheit von 

uc =0,019 ng/mL mit Hilfe der GUM-workbench berechnet. Bezogen auf einen 

Erweiterungsfaktor k =2,4 ergab sich eine relative erweiterte Unsicherheit von 

U95 =1,9 %. Dies führt zu einer THC-Massenkonzentration von 

βTHC =(2,437 ± 0,047) ng/mL. 

Die Konzentrationsbestimmung des Kontrollserums zeigte somit eine etwas höhere 

relative Messunsicherheit als das dotierte Leerserum mit geringerer THC-Konzentration. 
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Aufgrund der stärkeren Streuung der Tagesmittelwerte betrug der Unsicherheitsbeitrag 

der GC/MS-Messung 84 %. In beiden Fällen stellte die Bestimmung der Massenanteile von 

THC in Serum den größten Unsicherheitsbeitrag dar. Betrachtet man jedoch die mittels 

indirekter Methode bestimmte Reinheit von THC, erhöht sich die Gesamtunsicherheit und 

würde zu relativen Standardunsicherheiten von 2,1 % bzw. 2,4 % (entsprechend für 

dotiertes Leerserum und Kontrollserum) führen. Der Beitrag der Reinheitsbestimmung 

würde damit über 50 % des gesamten Unsicherheitsbudgets entsprechen. Die 

Betrachtung der Standardunsicherheit mit dem Ergebnis der qNMR-Reinheitsbestimmung 

stellt folglich ein Optimum dar. 

Ferner wurde geprüft, ob die Herstellung von Arbeitslösungen einen weiteren 

Unsicherheitsbeitrag liefert. Dazu wurde die geringste Einwaage der Verdünnungsschritte 

betrachtet, die allerdings keinen Einfluss auf das Unsicherheitsbudget zeigte. Die 

Unsicherheit der Verdünnungsschritte ist somit im Vergleich zu den anderen 

Einflussgrößen vernachlässigbar.  

Zusätzlich muss in einigen Fällen eine Auftriebskorrektur bei der Einwaage betrachtet 

werden [110]. Laut Herstellerangabe besitzt das reine THC eine Dichte von ungefähr 

1 g/mL [122], sodass auf eine Berechnung der Auftriebskorrektur verzichtet werden 

konnte. Die Korrektur ist nur für Substanzen oder Flüssigkeiten von Bedeutung, bei denen 

die Dichte weit unterhalb von 1 g/mL liegt. 
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4.2. Prüfung von THCglu in Urin als Marker für THC in Serum 

4.2.1. Herstellung des internen Standards THCglu-D3 

Die Herstellung eines internen Standards von THCglu-D3 wurde auf enzymatischem Weg 

aus THC-D3 mit Hilfe des Enzyms UGT2B7 in vitro realisiert. Damit wurde die 

Voraussetzung für die Anwendung einer Isotopenverdünnungsanalyse geschaffen.   

Die Ausbeute an dem gewünschten Produkt war in den in vitro -Versuchen allerdings sehr 

gering (etwa 5 %), obwohl das Substrat THC-D3 im Überschuss eingesetzt wurde. 

Möglicherweise ist ein anderes UGT-Enzym substratspezifischer für THC als das 

verwendete UGT2B7 und würde deshalb zu einer besseren Umsetzung führen. Die 

phenolische OH-Gruppe des THC-Moleküls könnte jedoch auch sterisch gehindert sein, 

was eine Kopplung eines weiteren Moleküls allgemein erschwert. Dafür spricht ebenfalls, 

dass THCglu generell ein Nebenmetabolit des THCs ist, während die Bildung von CTHCglu 

und 11-OH-THC-Glucuronid (11-OH-THCglu) bevorzugt stattfindet. 

Somit erhält man den internen Standard THCglu-D3 nach der chromatographischen 

Auftrennung ausschließlich in Lösung und sehr verdünnt (1 ng/µL).  

4.2.2. Validierung der LC/MS/MS-Methode 

Zunächst wurde für die THCglu-Messungen ein neues LC/MS/MS-Verfahren entwickelt. Die 

Validierung erfolgte in Anlehnung an die Richtlinien für seltene Analyte nach Peters et al. 

[101, 102] und ist nachfolgend in die untersuchten Parameter Selektivität, Linearität, 

analytische Grenzwerte, Genauigkeit sowie die Ausbeute der angewandten Flüssig-Flüssig-

Extraktion unterteilt. Die statistischen Grundlagen für die Auswertung wurden bereits bei 

der Validierung der THC-Methode erläutert und gelten analog. 

 

Selektivität 

Um die Selektivität der entwickelten Methode zu testen, wurden zum einen sechs 

Leerurine auf Störsubstanzen untersucht und zum anderen zwei Leerurine mit internem 

Standard dotiert und auf Querempfindlichkeiten geprüft. Bei beiden Untersuchungen 

konnten keine Störungen für THCglu feststellt werden. 

  

Linearität 

Für die Untersuchung der Linearität wurde an sechs unterschiedlichen Tagen eine 

Siebenpunkt-Kalibrierung für die Messung von THCglu in Urin unter Doppelbestimmung 

durchgeführt. Dafür erfolgte eine Dotierung der Konzentrationen 0; 1; 2; 3; 4; 5 und 
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10 ng/mL THCglu in Leerurin. Dieser Konzentrationsbereich umfasst die zu erwartenden 

THCglu-Gehalte in Urin. Jeder Urinprobe wurde außerdem 10 ng/mL interner Standard 

zugefügt. Beispielhaft ist in der Abb. 4-8 eine der ermittelten Kalibriergeraden abgebildet. 

Die ermittelten Korrelationskoeffizienten (Target und Qualifier) betragen jeweils r =0,99 

und belegen somit die Linearität innerhalb des untersuchten Konzentrationsbereiches. 
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Abb. 4-8 Regressionsgeraden der LC/MS/MS-Messung von THCglu in Urin 

Analytische Grenzwerte 

Mit Hilfe der Kalibriermethode wurden die analytischen Grenzwerte LOD, LLOQ und LOQ 

ermittelt. Die Werte sind in der folgenden Tab. 4-16 zum einen als Konzentration von 

THCglu in Urin bezogen auf die Anwendung der beschriebenen analytischen Aufarbeitung 

aufgelistet. Zum anderen ist die absolute Menge an THCglu angegeben, die auf die LC-

Säule injiziert wurde. 

Tab. 4-16 Analytische Grenzwerte der LC/MS/MS-Methode 

 Konzentration von THCglu in Urin  Absolutmenge an THCglu auf der LC-Säule 

LOD 0,26 ng/mL 106 fmol 

LLOQ 0,65 ng/mL 265 fmol 

LOQ 1,09 ng/mL 449 fmol 

 

Genauigkeit 

Die Genauigkeit der Methode wurde anhand von Präzisions- und Richtigkeitsanalysen 

untersucht. Es wurden die Wiederholungs- und Laborpräzision für drei unterschiedliche 

Konzentrationen (niedrig - 1 ng/mL, mittel - 3 ng/mL und hoch - 7 ng/mL) von THCglu in 
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Urin untersucht. Dafür wurde der Leerurin entsprechend dotiert und jedes 

Konzentrationsniveau an drei Tagen jeweils dreifach bestimmt. 

Die Wiederholungspräzision (intraday precision) variierte von 0,8 % bis 2,1 %, während 

die Laborpräzision, abhängig vom Konzentrationsniveau, zwischen 1,8 % und 2,6 % lag.  

Die Richtigkeit einer Methode zeigt sich in der Abweichung der Messwerte vom 

vorgegebenen Sollwert. In den drei Fällen lag der ermittelte Bias jeweils unter den 

vorgeschriebenen ± 15 %. Die drei untersuchten Konzentrationen wiesen jeweils einen 

negativen Bias auf, sodass es sich möglicherweise um einen systematischen Fehler 

handelt. Dies ist möglicherweise auf die volumetrische Dotierung der Urinproben 

zurückzuführen. In der Tab. 4-17 sind die Kennwerte für die Genauigkeitsbestimmung der 

entwickelten Methode aufgeführt. 

Tab. 4-17 Bestimmung der Genauigkeit der LC/MS/MS-Methode 

Konzentrationsniveau Niedrig Mittel Hoch 

Sollwert in ng/mL 1,0 3,0 7,0 

Mittelwert Tag 1 in ng/mL 0,9153 2,6315 6,6769 

Mittelwert Tag 2 in ng/mL 0,9068 2,6963 6,6146 

Mittelwert Tag 3 in ng/mL 0,8735 2,6154 6,6959 

Gesamtmittelwert in ng/mL 0,8985 2,6477 6,6625 

Wiederholungspräzision in % 1,0 0,8 2,1 

Laborpräzision in % 2,6 1,8 2,1 

Ermittelter Bias in % -10,1 -11,7 -4,8 

 

Extraktionsausbeute 

Analog zur Untersuchung der Extraktionsausbeute der THC-Aufarbeitung kam es in 

diesem Fall zur Aufbereitung von zwei Urinproben. Die eine Probe wurde vor der 

Extraktion sowohl mit THCglu als auch mit internem Standard THCglu-D3 dotiert. Während 

die zweite Probe vor der Extraktion nur mit THCglu dotiert wurde und die Zugabe des 

internen Standards THCglu-D3 erst nach der Extraktion erfolgte. Zur Bestimmung der 

absoluten Ausbeute des Verfahrens diente ein Vergleich der Signalintensitäten der 

LC/MS/MS-Messung. Die beschriebene Prozedur wurde für die drei untersuchten 

Konzentrationen von THCglu in Urin durch Dotierung von Leerurin durchgeführt. Die 

Extraktionseffizienz betrug ca. 90 %, sodass kaum Verluste des Analyten innerhalb der 

Aufarbeitung zu verzeichnen sind. 
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4.2.3. Bestimmung der THCglu-Konzentration in Urin 

Die THCglu-Konzentration wurde in 211 Urinproben von potentiellen Cannabis-

konsumenten mittels der neu entwickelten LC/MS/MS-Methode bestimmt, wobei zu 

diesem Zeitpunkt noch kein interner Standard von THCglu-D3 zur Verfügung stand. Die 

Bestimmung der jeweiligen Konzentration fand daher mittels externer Kalibrierung statt. 

Um einen möglichst geringen Intensitätsverlust zu haben, wurde bei der Bestimmung der 

Urinproben nur ein MRM-Übergang (m/z 489 > 313 amu) gemessen. 

Ein Beispiel einer Kalibriergeraden der externen Kalibrierung ist in der folgenden Abb. 4-9 

dargestellt, wobei die x-Achse der berechneten Peakfläche der THCglu-Signale entspricht. 

Die Sechspunkt-Kalibrierung im Bereich von 0 -10 ng/mL erfolgte in den Schritten 0; 2; 4; 

6; 8 und 10 ng/mL THCglu in Urin.  
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Abb. 4-9 Externe Kalibrierung von 0 -10 ng/mL THCglu in Urin ohne internen 

Standard THCglu-D3 

Trotz externer Kalibrierung ohne internen Standard wurde eine relativ gute lineare 

Regression erreicht (r =0,993). Die anhand der Regressionsgeraden berechneten 

analytischen Grenzwerte ergaben für die Nachweisgrenze eine Konzentration von 

1,03 ng/mL und für die Bestimmungsgrenze 3,65 ng/mL THCglu in Urin. 

Der THCglu-Gehalt der 211 Urinproben wurde an mehreren Tagen bestimmt, wobei für 

jeden Messtag eine neue Kalibrierung durchgeführt wurde. Für einen Großteil der 

Urinproben konnte die jeweilige Konzentration mit Hilfe der Kalibrierung im Bereich von 

0 -10 ng/mL THCglu in Urin bestimmt werden. In wenigen Fällen musste zusätzlich eine 

Kalibrierung für höhere THCglu-Konzentrationen (0 -100 ng/mL THCglu) durchgeführt 

werden. Trotz des reproduzierbaren Einspritz-Systems des LC/MS-Gerätes, muss davon 
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ausgegangen werden, dass die Messergebnisse höheren Schwankungen unterliegen als es 

bei der Verwendung eines internen Standards der Fall wäre. Diese Schwankungen sind 

auf die analytische Aufarbeitung der Proben (z. B. Extraktion) zurückzuführen. 

In Abb. 4-10 ist das Chromatogramm einer LC/MS/MS-Messung einer Konzentration von 

3 ng/mL THCglu in Urin (≈ LOQ) dargestellt. Das Signal des Analyten besitzt eine 

Retentionszeit von 20,5 min und hebt sich eindeutig von der Matrix ab. 

 

 

Abb. 4-10 Chromatogramm der LC/MS/MS-Messung von 3 ng/mL THCglu in Urin 

4.2.4. Bestimmung der CTHC-Konzentration in Urin 

Neben der Bestimmung der THCglu-Konzentrationen wurden dieselben 211 Urinproben 

außerdem auf den Gesamtgehalt von CTHC (freies und als Glucuronid gebundenes CTHC) 

nach Ablauf einer basischen Spaltung des CTHCglu untersucht. Zum Einsatz kam dafür 

eine bereits ausführlich beschriebene und am hiesigen Institut für Rechtsmedizin und 

Verkehrsmedizin validierte GC/MS-Methode [LIT]. Die Konzentrationen wurden anhand 

einer Siebenpunkt-Kalibrierung (0; 10; 20; 30; 40; 50; 250 ng/mL CTHC) mit Hilfe der 

Auswertesoftware Chemstation Version B.01.00 (Hewlett Packard) berechnet. 

4.2.5. Gegenüberstellung von THCglu in Urin zu THC in Serum  

Zweck der Untersuchung war es festzustellen, ob THCglu möglicherweise einen besseren 

Marker in Urin für frischen Cannabiskonsum darstellt als der Hauptmetabolit des THCs, 
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das CTHC (frei und als Glucuronid gebunden). Immunologische Vortests in Urin basieren 

derzeit auf dem genannten Hauptmetaboliten. In einer Laborstudie von Manno et al. [87] 

stand THCglu als Urinmarker zur Diskussion, da es ein ähnliches Ausscheidungsmuster in 

Urin zeigte wie THC in Serum. Im Unterschied zu CTHCglu wird das THCglu direkt aus der 

Muttersubstanz THC in nur einem Metabolisierungsschritt gebildet.  

Zunächst wurde geprüft, inwieweit ein Zusammenhang zwischen dem THC-Gehalt in 

Serum und dem THCglu-Gehalt in Urin besteht. Da die Konzentration der untersuchten 

Urinproben stark von der Flüssigkeitszunahme der jeweiligen Person abhängt, wird 

Creatinin üblicherweise (Crea) als Maß der Urinkonzentration genutzt [11, 43, 58]. Die 

ermittelten THCglu-Konzentrationen wurden deshalb zunächst auf 100 mg/dL Creatinin 

bezogen. Anschließend wurden die erhaltenen Werte den THC-Konzentrationen der 

dazugehörigen Serumproben gegenübergestellt. Die THC-Serumskonzentrationen wurden 

am Institut für Rechtsmedizin und Verkehrsmedizin der Universität Heidelberg analysiert 

und für den Vergleich zur Verfügung gestellt. Die nachfolgende Abb. 4-11 zeigt die 

Gegenüberstellung von THC in Serum zu THCglu/Crea*100 in Urin. 
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Abb. 4-11 Gegenüberstellung von THC in Serum und THCglu/Crea*100 in Urin 

Aus dem Diagramm geht hervor, dass kein erkennbarer Zusammenhang zwischen dem 

THC-Gehalt in Serum und dem THCglu-Gehalt in Urin besteht. Zum einen zeigten einige 

Fälle, dass trotz vorhandenem THC in Serum, kein THCglu in Urin nachgewiesen werden 

konnte. Zum anderen wurden teilweise relativ hohe THCglu-Konzentrationen gemessen, 

obwohl nur sehr geringe THC-Konzentrationen (unterhalb der Nachweisgrenze) in Serum 

vorhanden waren.  
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Ohne den Bezug der THCglu-Konzentrationen auf die jeweilige Creatinin-Konzentration 

zeigte sich ebenfalls kein erkennbarer Zusammenhang. Dasselbe wurde für die 

bestimmten CTHC-Konzentrationen festgestellt, sodass aus der gewählten 

Gegenüberstellung nicht hervorgeht, welche der beiden Substanzen den besseren 

Urinmarker darstellt. 

4.2.6. Vergleich von THCglu und CTHC als Urinmarker 

Eine weitere Vergleichsmöglichkeit für die Bewertung diagnostischer Marker bietet die 

Receiver Operating Characteristic (ROC)-Analyse [5]. Diese Analyse ermöglicht die 

Prüfung der grundsätzlichen Eignung eines Testmarkers sowie die Ermittlung eines 

optimalen Cut-Off-Wertes. Als Voraussetzung dafür müssen für mögliche Cut-Off-Werte 

die Sensitivität und Spezifität der Markersubstanzen ermittelt werden. 

Die Sensitivität (Se) wird auch als die Richtigpositiv-Rate bezeichnet und spiegelt die 

Anzahl an als richtig-positiv erkannten Ergebnissen gegenüber den tatsächlich positiven 

Ergebnissen wider. Die Spezifität (Sp) hingegen wird auch als Richtignegativ-Rate 

bezeichnet und gibt die Anzahl an richtig-negativ erkannten Ergebnissen im Verhältnis zu 

den tatsächlich negativen Ergebnissen an.  

Alle in den Vergleich einfließenden THCglu- und CTHC-Konzentrationen wurden mittels 

beweissicheren Messmethoden bestimmt. Die tatsächlichen Ergebnisse sind somit alle 

bekannt. 

Das Entscheidungskriterium zwischen einem richtigen und einem falschen Ergebnis wurde 

gemäß §24a StVG aufgestellt, d. h. der Marker soll in Urin anzeigen, dass die THC-

Konzentration in Serum mindestens 1 ng/mL beträgt. 

Somit wurde ein Ergebnis als richtig-positiv (rp) bezeichnet, wenn die Urinkonzentration 

von THCglu bzw. CTHC gleich oder höher als der angenommene Cut-Off-Wert lag und die 

Serumkonzentration von THC ≥ 1 ng/mL mittels GC/MS bestätigt wurde. Entsprechend 

wurde ein Ergebnis als richtig-negativ (rn) bewertet, wenn die Urinkonzentration von 

THCglu geringer als der angenommene Cut-Off-Wert war und die Serumkonzentration von 

THC < 1 ng/mL betrug. Dementsprechend ergeben sich die Definitionen für falsch-

positive (fp) und falsch-negative (fn) Ergebnisse.  

Für den Vergleich der beiden Urinmarker wurden unterschiedliche Cut-Off-Werte für die 

bestimmten Konzentrationen von THCglu und CTHC eingesetzt, um daraus jeweils die 

zugehörige Sensitivität und Spezifität zu berechnen.  

In den folgenden Tab. 4-18 und Tab. 4-19 sind die eingesetzten Cut-Off-Werte für THCglu 

und CTHC den dazugehörigen Werten von Sensitivität, Spezifität, deren Summe sowie 

dem Youden-Index (Y) gegenübergestellt. Werden Sensitivität und Spezifität als 
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gleichwertig betrachtet, kann die Summe der beiden Parameter oder der Youden-Index 

kann als Maß zur Festlegung eines optimalen Cut-Off-Wertes dienen. Die ROC-Kurve gibt 

die Effizienz eines Markers global wieder, der Youden-Index hingegen punktuell. Er 

berechnet sich aus der Summe von Sensitivität und Spezifität abzüglich von eins. 

Tab. 4-18 Bestimmung der Parameter Sensitivität, Spezifität, Youden-Index und 

Richtigkeit für unterschiedliche Cut-Off-Werte der ermittelten THCglu-Konzentration in 

Urinproben 

Cut-Off-Werte THCglu Sensitivität Spezifität Youden-Index Richtigkeit in % 

   0 ng/mL 1 0 0 54,0 

> 0 ng/mL 0,981 0,327 0,308 68,7 

> 1 ng/mL 0,721 0,645 0,366 70,1 

> 2 ng/mL 0,625 0,822 0,447 72,5 

> 3 ng/mL 0,538 0,879 0,417 70,1 

> 4 ng/mL 0,49 0,907 0,397 69,2 

> 5 ng/mL 0,404 0,925 0,329 64,9 

> 6 ng/mL 0,298 0,925 0,223 59,7 

> 8 ng/mL 0,26 0,944 0,204 57,8 

> 10 ng/mL 0,212 0,963 0,175 55,4 

> 50 ng/mL 0,029 1 0,029 47,4 

 

Die höchste Summe aus Sensitivität und Spezifität bzw. der höchste Youden-Index wurde 

im Fall der gewählten Konzentrationen von THCglu bei einem Cut-Off-Wert von 2 ng/mL 

erreicht. An diesem Punkt beträgt die Richtigkeit 72,5 % und die Versagerquote 

dementsprechend 27,5 %.  
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Tab. 4-19 Bestimmung der Parameter Sensitivität, Spezifität, Youden-Index und 

Richtigkeit für unterschiedliche Cut-Off-Werte der ermittelten CTHC-Konzentration in 

Urinproben 

Cut-Off-Werte CTHC Sensitivität Spezifität Youden-Index Richtigkeit in % 

 0 ng/mL 1 0 0 54,0 

> 0 ng/mL 1 0,056 0,056 56,9 

> 25 ng/mL 0,942 0,336 0,278 68,2 

> 50 ng/mL 0,894 0,505 0,399 72,5 

> 75 ng/mL 0,808 0,664 0,472 75,4 

> 100 ng/mL 0,731 0,757 0,488 76,3 

> 150 ng/mL 0,625 0,85 0,475 73,0 

> 200 ng/mL 0,548 0,888 0,436 70,1 

> 300 ng/mL 0,365 0,944 0,309 63,0 

> 500 ng/mL 0,163 0,981 0,144 53,1 

> 1000 ng/mL 0,029 1 0,029 47,4 

 

Im Fall von CTHC liegt der optimale Cut-Off-Wert der gewählten Konzentrationen nach 

dem Youden-Index bei 100 ng/mL CTHC in Urin. Bei dieser Cut-Off-Konzentration wurden 

die Richtigkeit mit 76,3 % und die Versagerquote mit 23,7 % bestimmt. Die zwei 

darauffolgenden Konzentrationen 150 ng/mL und 200 ng/mL zeigen einen sehr ähnlichen 

Youden-Index. Somit zeigte sich die bisher eingesetzte Markersubstanz CTHC geringfügig 

dem THCglu überlegen, allerdings bei einem höheren Cut-Off-Wert als die in der Praxis 

angewandte Konzentration von 50 ng/mL. Für die Bestimmung des optimalen Cut-Off-

Werts mit Hilfe des Youden-Index wurden für THCglu und CTHC weitere 

Zwischenkonzentrationen geprüft, die jedoch zu keiner Änderung führten.  

Um die Testeffizienz global zu bewerten wird die ROC-Kurve bevorzugt. Dazu werden 

Sensitivität und 1 - Spezifität einander gegenübergestellt. 

In der folgenden Abb. 4-12 sind die ROC-Kurven von THCglu und CTHC dargestellt. 
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Abb. 4-12 ROC-Kurven für THCglu (grün) und CTHC (rot) als Urinmarker für THC in 

Serum 

Ein Vergleich von Markersubstanzen mittels ROC-Kurve bietet sich vor allem dann an, 

wenn die Sensitivität und Spezifität eines diagnostischer Tests als gleichwertig angesehen 

werden. Die Sensitivität sollte besonders hoch sein, wenn vor allem möglichst keine 

positiven Fälle übersehen werden sollen. Dies ist bei vielen Vortests der Fall, führt aber zu 

einer relativ hohen Anzahl von falsch-positiven Ergebnissen, wie es für THC aufgrund des 

eingeführten Grenzwertes der Fall ist. Durch eine hohe Spezifität hingegen werden diese 

falsch-positiven Ergebnisse minimiert. Der Nachteil einer hohen Spezifität ist, dass 

Cannabiskonsumenten übersehen werden könnten. 

Die Untersuchungen ergaben für THCglu und CTHC relativ ähnliche ROC-Kurven, teilweise 

liegen die Kurven direkt übereinander. Dies weist darauf hin, dass die untersuchten 

Substanzen als Urinmarker etwa gleichermaßen geeignet sind.  

Somit konnte THCglu in dieser Studie nicht als ein besser Marker für frischen Konsum in 

Urin bestätigen werden.  

Inwieweit es sich bei den 211 Urinproben um eine repräsentative Stichprobe von 

Kontrollurinen handelt, muss offen bleiben. 
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5. Diskussion und Ausblick 

5.1. Primärmethode für THC in Serum 

Die Aufgabe der PTB ist es, nationale Normale für prioritär eingestufte Analyte zu 

entwickeln, welche vor allem in den Bereichen Industrie, Handel und Gesundheitswesen 

eine wichtige Rolle spielen. So bilden beispielsweise genaue analytische Messergebnisse 

die Basis einer zuverlässigen medizinischen Diagnostik und Therapie. Durch die 

Rückführung der Messergebnisse auf die nationalen Normale wird die Grundlage für 

genaue und richtige Messergebnisse geschaffen. Darüber hinaus trägt die Rückführung 

zur Kostendämpfung bei, da Wiederholungsmessungen überflüssig werden.  

Die Rückführung von analytischen Messungen auf die SI-Einheiten kann für die Analyte 

realisiert werden, für die bereits ein nationales Normal geschaffen wurde. Diese 

Substanzen sind in den "Richtlinien der Bundesärztekammer zur Qualitätssicherung in 

medizinischen Laboratorien" [4] aufgeführt.  

 

Seit der Einführung von analytischen Grenzwerten ist die Genauigkeit von THC-

Messungen national sowie international besonders von Bedeutung. Aus diesem Grund 

wurde durch Erarbeitung einer Primärmethode für THC die Grundlage für ein nationales 

Normal geschaffen. Für die primäre Messmethode wurde die Isotopenverdünnungs-

Massenspektrometrie (IDMS) verwendet, die sich durch eine hohe Messgenauigkeit 

auszeichnet. 

5.1.1. Entwicklung der Primärmethode 

Es sind bereits zahlreiche GC/MS- und LC/MS-Methoden für die quantitative Analyse von 

THC in Serum oder Blut beschrieben, welche aufgrund von technischen 

Weiterentwicklungen mittlerweile sehr geringe Nachweis- und Bestimmungsgrenzen 

aufweisen [44, 88]. So wird beispielsweise durch die Anwendung einer zweidimensionalen 

GC/MS-Methode [82] eine Nachweisgrenze (LOQ) von 0,125 ng/mL THC in Plasma 

erreicht. Thomas et al. [123] erreichen mit Hilfe einer GC/MS/MS-Methode eine 

Bestimmungsgrenze von 0,5 ng/mL THC in Vollblut. 

 

Im Rahmen der Arbeit wurde erstmals eine Primärmethode für THC-Messungen in Serum 

beschrieben [80].  
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Für die Wahl der Messmethode wurden in Vorversuchen die analytischen Grenzwerte 

einer GC/MS-Methode an einem Sektorfeld-Massenspektrometer mit denen einer 

LC/MS/MS-Methode eines Triple Quadrupol-Massenspektrometers verglichen. Die GC/MS-

Methode zeigte bei diesen Untersuchungen wesentlich geringere analytische Grenzwerte. 

Die erreichte Nachweisgrenze lag unterhalb von 0,1 ng/mL THC in Serum. Darüber hinaus 

wurden bei der THC-Bestimmung in höheren Konzentrationsbereichen mittels LC/MS/MS-

Methode Memorieeffekte festgestellt. Aufgrund der geringeren Peakbreiten der GC/MS-

Signale im Vergleich zu LC/MS/MS-Signalen, können Störungen durch andere 

Cannabinoide besser vom Hauptanalyt getrennt werden. So erscheinen beispielsweise die 

Isomere delta-9-THC und delta-8-THC (mit exakt derselben Masse) im GC-

Chromatogramm getrennt, im LC-Chromatogramm dagegen überlagert. Allgemein sind 

Störsubstanzen nie ganz auszuschließen, wobei die höhere Auflösung eines Sektorfeld-

Massenspektrometers jedoch in der Lage ist, wesentlich geringere Massenunterschiede zu 

erkennen als Quadrupol-Geräte. Aus diesen Gründen wurde für die Erarbeitung der 

Primärmethode ein GC/MS-Verfahrens unter Anwendung der Isotopenverdünnungsanalyse 

bevorzugt.  

 

Als Referenzmaterial wurde eine THC-Reinsubstanz für die Entwicklung der 

Primärmethode eingesetzt. Laut Hersteller THCpharm gilt die angegebene Reinheit von 

98,3 % für das THC-Material für die Dauer von zwei Jahren. Mittels indirekter und direkter 

Reinheitsanalysen wurde die Angabe des Herstellers im Verlauf der Arbeit zusätzlich 

bestätigt. Um zu gewährleisten, dass die ermittelte Reinheit für zukünftige Messungen 

weiterhin vorliegt, muss die Reinheitsanalyse spätestens nach Ablauf der zwei Jahre 

wiederholt werden.  

Das Referenzmaterial wurde von THCpharm dicht verschlossen in einer gasdichten Spritze 

geliefert und bei einer Temperatur von – 20 °C sowie lichtgeschützt aufbewahrt.  

Untersuchungen der Stabilität von THC sind in verschiedenen Studien beschrieben [68, 

94, 95]. In Untersuchungen von Christophersen [18] traten unter den genannten 

Lagerungsbedingungen innerhalb von sechs Monaten selbst in Blutproben keine 

signifikanten Änderungen der Substanz auf. Es wurde somit für die Messungen im 

Zeitraum von März bis November 2007 eine gleichbleibende Stabilität des Referenz-

materials vorausgesetzt.  

Bei neuen Einwaagen von Stammlösungen musste stets darauf geachtet werden, dass das 

THC am Spritzenausgang keine lila Verfärbung aufweist. In solchen Fällen wurde dieser 

zersetzte Teil des THCs verworfen. Aufgrund der Lagerung des THCs in der Spritze sowie 
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der hohen Luftempfindlichkeit, konnten keine Homogenitätstests des Referenzmaterials 

erfolgen.  

 

Um die THC-Konzentration des bestehenden Grenzwertes zu untersuchen, wurde 

Leerserum mit einer bekannten Menge an THC dotiert. Dies könnte ein Kritikpunkt der 

Untersuchung darstellen, da es sich hierbei um keine reale THC-Serumprobe handelt. 

Ausreichendes Homogenisieren und Messen von Vergleichproben rechtfertigen dennoch 

die Vorgehensweise.  

Zusätzlich wurde ein Kontrollserum der Serie BTMF 2/06-A S-plus untersucht. Der 

angegebene Konzentrationsbereich von 1,7 - 4,1 ng/mL THC in Serum wurde innerhalb 

eines Ringversuches von Routinelaboratorien untersucht und dient als Kontrolle. Durch die 

Konzentrationsbestimmung mittels Primärmethode wird ein direkter Vergleich der 

Routinemethode ermöglicht.  

5.1.2. Reinheitsanalyse des THC-Referenzmaterials 

Mit Hilfe der genauen Charakterisierung der THC-Substanz konnte ein Referenzmaterial 

geschaffen werden. Dies war eine Voraussetzung für die Entwicklung einer 

Primärmethode. 

Im Rahmen der Arbeit wurde die Reinheit mittels der direkten sowie der indirekten 

Methode unabhängig voneinander bestimmt.  

Die qNMR stellt eine validierte Methode zur Reinheitsanalyse dar [85] und wurde als 

direkte Methode angewandt. Die THC-Analyse wurde von einem qNMR-Experten der BAM 

durchgeführt. Diese Reinheitsbestimmung zeigte eine geringere Unsicherheit sowie 

weitere Vorteile gegenüber der indirekten Methode. Bei Reinheitsbestimmungen mittels 

qNMR ist zum einen ein geeigneter Standard bekannter Reinheit auszuwählen und zum 

anderen müssen bei der Auswahl des Lösungsmittels Überlappungen der verschiedenen 

NMR-Signale vermieden werden. Die vollständige Löslichkeit der zu untersuchenden 

Substanz sowie des internen Standards muss gewährleistet sein. Dennoch können Signale 

von Verunreinigungen die Signale der Substanz oder des Standards stören. Die meisten 

organischen Verbindungen weisen im 1H-NMR-Spektrum jedoch mehrere Resonanzsignale 

auf, sodass mit hoher Wahrscheinlichkeit ein ungestörtes Signal integriert werden kann. 

Bei der Analyse von THC wurden zuvor die Signale der Verunreinigungen sorgfältig 

integriert und gingen nicht in die Reinheitsberechnung ein. Generell ist die Vorbereitung 

einer qNMR-Analyse unkompliziert und relativ unabhängig von enthaltenen 

Verunreinigungen der Substanz. In der Literatur wird die Unsicherheit der qNMR-Messung 

zwischen 1 % [46] und 0,5 % [86] beschrieben. Die im Rahmen der Arbeit durchgeführte 
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Analyse liegt mit einer ermittelten Unsicherheit von 0,6 % in diesem Bereich. In einem 

nationalen Ringversuch mit 38 Teilnehmern [85] zur Reinheitscharakterisierung einer 

Modellösung aus fünf Komponenten wurde für die qNMR-Untersuchung eine Unsicherheit 

von 1,5 % festgestellt. Den größten Unsicherheitsfaktor stellt die manuelle Integration der 

Signale dar [25]. Wells et al. [131] untersuchten die qNMR im Vergleich zu 

chromatographischen Methoden, wobei sich die qNMR als präzisere Methode 

herausstellte.  

 

Die indirekte Reinheitsbestimmung besitzt den Vorteil, dass sie nicht von der Reinheit 

eines internen Standards abhängig ist. Deshalb gilt sie als die bevorzugte Methode der 

Reinheitsbestimmung. Im Fall der Reinheitsanalyse von THC zeigte sie allerdings einige 

Nachteile gegenüber der direkten Methode. Für die Untersuchungen von THC kamen 

GC/FID für die Bestimmung der organischen Verunreinigungen und ICP-MS zur 

Bestimmung der anorganischen Verunreinigungen zum Einsatz. Die GC/FID gilt als eine 

etablierte Methode zur Reinheitsbestimmung [72]. Die organischen Nebenbestandteile 

konnten zwar mittels GC/FID-Messungen detektiert werden, allerdings gelang keine 

eindeutige Identifizierung der Verunreinigungen. Folglich wurde die Reinheit unter der 

Annahme von Responsefaktoren der Verunreinigungen von 1,0 ermittelt. Generell wird die 

Annahme gleicher Responsefaktoren nur empfohlen, wenn der Anteil der 

Verunreinigungen unter 0,5 % liegt [57]. Dies war bei den ermittelten Messergebnissen 

jedoch nicht der Fall. Weiterhin führte die Überlagerung der Signale von drei detektierten 

Nebenbestandteilen mit dem Signal des THCs zu einer erschwerten und möglicherweise 

ungenauen Integration. 

In der Literatur sind relativ geringe Unsicherheiten der Methode von 0,5 % [57] für die 

Peakintegration oder sogar von nur 0,1 % [72] beschrieben. Bei der durchgeführten 

Analyse wurde eine Standardunsicherheit von 1,7 % ermittelt. Dies erscheint für die 

GC/FID-Bestimmung vergleichsweise hoch. Die relativ hohe Standardunsicherheit kann 

sich aus der Inhomogenität der THC-Lösungen ergeben haben.  

 

Als alternative Methode zur GC/FID wird oft LC/UV eingesetzt, um die Reinheit einer 

organischen Substanz zu ermitteln. Auch die GC/MS ist als Methode zur Zertifizierung von 

Referenzmaterialien anwendbar [30]. Beide Methoden wurden zusätzlich getestet, stehen 

jedoch vor demselben Problem der Identifizierung der Nebenbestandteile. Somit stellten 

die genannten Methoden keine Verbesserung dar. 
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Die Bestimmung der anorganischen Verunreinigungen sowie das Einbeziehen des 

angegebenen Wassergehaltes zeigten für die Gesamtunsicherheit der indirekten Methode 

vernachlässigbare Anteile.  

Bei der ICP-MS-Messung zur Überprüfung auf 70 Elemente wurden nur Spuren von 

Natrium, Calcium und Aluminium festgestellt. Die ICP-MS-Methode gilt auf dem Gebiet der 

anorganischen Spurenanalytik als sehr leistungsfähig [73]. Mit wenigen Ausnahmen 

können mittels ICP-MS sämtliche Elemente des Periodensystems bestimmt werden. Die 

Nachweisgrenzen liegen praktisch für alle bestimmbaren Elemente im Bereich von einigen 

pg/mL. Außerdem eignet sich die Methode sowohl für feste, flüssige als auch für 

gasförmige Proben. Die erreichbare Präzision wird mit ca. 1 % Unsicherheit beschrieben, 

die bei der Anwendung von IDMS auf 0,1 % [73] gesenkt werden kann. Der Anteil an 

anorganischen Nebenbestandteilen wurde mit (0,028 ±0,0130) % bestimmt und erwies 

sich gegenüber den organischen Verunreinigungen als vernachlässigbar gering.  

Ein Nachteil der indirekten Methode gegenüber der direkten Methode besteht darin, 

möglicherweise weitere Verunreinigungen nicht zu detektieren.  Auch die Bestimmung des 

Wassergehaltes wurde aufgrund einer limitierten Menge an Referenzmaterial nicht selbst 

durchgeführt. 

 

Beide Methoden für Reinheitsbestimmungen haben ihre Berechtigung. In der vorliegenden 

Arbeit zeigten sich deutliche Vorteile der direkten Methode durch eine geringere 

Unsicherheit, sodass zur Berechnung der optimalen bzw. minimalen Standardunsicherheit 

der THC-Bestimmung das Ergebnis der qNMR-Methode verwendet wurde.  

5.1.3. Validierung der GC/MS-Methode 

Im Rahmen der Validierung der entwickelten Primärmethode wurden Linearität, 

analytischen Grenzwerte der Methode, Wiederholungspräzision, Laborpräzision, Bias sowie 

die Extraktionsausbeute untersucht.  

Die Methode zeigte im Bereich der Kalibrierung eine gute Linearität. Es wurden 

Korrelationskoeffizienten von R = 0,999 erreicht.  

Die Berechnung der analytischen Grenzwerte der GC/MS-Methode erfolgte mittels 

Kalibriermethode. Für die Nachweisgrenze wurde eine Konzentration von 0,082 ng/mL 

THC in Serum bestimmt, was entsprechend der analytischen Aufarbeitung einer 

Absolutmenge von 5 fmol THC auf der GC-Säule entspricht. Die Bestimmungsgrenze der 

Methode liegt bei einer Konzentration von 0,378 ng/mL THC in Serum bzw. einer 

Absolutmenge von 24 fmol THC, die auf die GC-Säule injiziert wurde. Die erreichten 

Grenzwerte liegen damit im Bereich sehr geringer Konzentration, sodass die entwickelte 



Diskussion und Ausblick  Seite 84 

Methode sehr sensitiv ist. Diese hohe Empfindlichkeit ist vor allem auf das Sektorfeld-

Massenspektrometer zurückzuführen. Durch die Anwendung einer Doppelfokussierung für 

den Detektor, erreichen Sektorfeld-Massenspektrometer eine wesentlich höhere Auflösung 

als Quadrupol-Massenspektrometer. Die Einstellung einer moderaten Auflösung führt 

demzufolge zu einer höheren Empfindlichkeit. Sektorfeld-Massenspektrometer sind 

allerdings wesentlich teurer, sodass in vielen Laboratorien vorrangig Quadrupol-

Massenspektrometer eingesetzt werden. 

Um die Genauigkeit der Methode zu prüfen, wurden die Parameter Präzision und 

Richtigkeit (Bias) durch Messungen an sechs Tagen mit jeweils sechsfacher Messung 

bestimmt.  

Es wurden gute Wiederholungs- und Laborpräzisionen für die beiden untersuchten 

Konzentrationsniveaus festgestellt. Für das niedrigere Konzentrationsniveau (1 ng/mL THC 

in Serum) wurde die Wiederholungs- und Laborpräzision mit 2,9 % bzw. 3,0 % ermittelt, 

für das höhere Konzentrationsniveau (2,4 ng/mL THC in Serum) entsprechend 1,9 % bzw. 

2,5 %.  

Weiterhin konnte für die niedrigere THC-Konzentration ein Bias von 0,6 % festgestellt 

werden. Die Abweichung vom Sollwert war folglich relativ gering. 

Die Extraktionsausbeute betrug 65 %, wobei die Verluste des Analyten zu Gunsten 

geringerer Matrixeffekte in Kauf genommen wurden. Es wurde die beschriebene Flüssig-

Flüssig-Extraktion verwendet, da diese gegenüber einer untersuchten Festphasen-

Extraktion weniger Störeffekte zeigte. 

5.1.4. Betrachtung des Unsicherheitsbudgets 

Die Unsicherheitsbetrachtung erfolgte mit Hilfe der Top-down -Methode, welche der 

Bottom-up -Methode gegenübersteht. Beide Methoden sind GUM konform, wobei die 

Bottom-up -Methode die ursprüngliche GUM-Methode darstellt. Die Top-down -Methode 

findet vorwiegend Anwendung, wenn die Unsicherheit maßgeblich von der Messung selbst 

bestimmt wird, wie es bei der THC-Bestimmung der Fall war. 

 

Die experimentelle Bestimmung mittels GC/MS, die Reinheitsbestimmung des 

Referenzmaterials, der Korrekturfaktor der Einwage von THC sowie die Dichtebestimmung 

der verwendeten Serumproben stellten die Einflussgrößen der Gesamtunsicherheit der 

THC-Messung dar. 
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Um die Unsicherheit der GC/MS-Messung zu ermitteln, wurde für beide untersuchten 

Konzentrationsniveaus die Wiederfindungsrate anhand der Mittelwerte der sechs Messtage 

bestimmt.  

Der Anteil der GC/MS-Messung stellte jeweils den größten Einflussfaktor der 

Gesamtunsicherheit dar. Beim Konzentrationsniveau von 1 ng/mL THC in Serum betrug 

der experimentelle Einfluss 76 % der gesamten Unsicherheit. Beim Konzentrationsniveau 

von 2,4 ng/mL THC in Serum zeigte die Messung sogar einen Anteil von 84 % des 

gesamten Unsicherheitsbudgets. Der Grund dafür lag an der stärkeren Streuung der sechs 

Tagesmittelwerte des höheren Konzentrationslevels, was zu einer höheren 

Standardabweichung des Gesamtmittelwertes führte. Der Unterschied zwischen den 

prozentualen Anteilen könnte auf die stärkeren Matrixeffekte des Kontrollserums 

zurückzuführen sein. Die Messung des Kontrollserums wies im Gegensatz zur 

Vergleichsprobe eine etwas schwächere Intensität der GC/MS-Signale auf. Beim 

verwendeten Kontrollserum handelte es sich um eine gefriergetrocknete Probe, dagegen 

wurde die Vergleichsprobe aus flüssigem Serum hergestellt. Bei dem 

Konzentrationsniveau von 1 ng/mL THC in Serum handelte es sich bei der Probe sowie bei 

der Vergleichsprobe um exakt dieselbe Matrix. Daraus resultierte eine bessere 

Vergleichbarkeit für die Messung.  

 

Einen weiteren Einflussfaktor der Unsicherheit stellte die Reinheitsanalyse der 

Referenzsubstanz THC dar. Die Berechnung des Unsicherheitsbudgets führte aufgrund der 

zweifachen Reinheitsbestimmung zu unterschiedlichen Gesamtunsicherheiten. Die 

minimale bzw. optimale Unsicherheit der THC-Messung wurde durch Einsetzen der 

Reinheitsbestimmung mittels direkter Methode (qNMR) berechnet. Dabei betrug die 

relative erweiterte Gesamtunsicherheit für beide untersuchten Konzentrationsniveaus 

weniger als 2 %.  

Dagegen führt die Reinheitsuntersuchung mittels indirekter Methode zu einer erhöhten 

Gesamtunsicherheit von 2,1 % bzw. 2,4 % (entsprechend für das niedrigere und höhere 

Konzentrationsniveau). Damit würde für beide Konzentrationen die Reinheitsangabe die 

Eingangsgröße mit dem größten Einfluss des Unsicherheitsbudgets darstellen (68,6 % 

bzw. 57,6 %). Dies verdeutlicht den Einfluss einer geringen Unsicherheit der 

Reinheitsanalyse. Mit dem Ergebnis der qNMR-Untersuchung konnte somit das minimale 

Unsicherheitsbudget aufgestellt werden. 

 

Der Korrekturfaktor der Einwaage zeigte einen relativ geringen Beitrag von 2,4 % bzw. 

1,9 % an der gesamten Unsicherheit. Dieser könnte noch weiter gesenkt werden, indem 
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größere Mengen an THC zur Herstellung der Stammlösungen eingewogen werden. 

Aufgrund der Überwachung der Betäubungsmittel muss jede Einwaage gegenüber der 

Bundesopiumstelle gerechtfertigt werden. Die sehr geringe Unsicherheit der Einwaage 

und die begrenzte Menge der Referenzsubstanz THC lassen eine Einwaage von 1 mg für 

eine Stammlösung somit als gerechtfertigt erscheinen.  

Ferner wurde geprüft, ob die weiteren Verdünnungsschritte bei der Herstellung der 

Arbeitslösungen ebenfalls einen Beitrag an der Gesamtunsicherheit haben. Dabei wurde 

jedoch gegenüber den anderen Eingangsgrößen ein vernachlässigbarer Anteil festgestellt, 

weshalb die Einwaagen der Verdünnungen nicht in die Gleichung eingehen. 

 

Die Dichtemessung der eingesetzten Serumproben zeigte gegenüber den anderen 

Einflussgrößen einen ebenfalls vernachlässigbaren Anteil an der Gesamtunsicherheit.  

 

Generell wird die Angabe von Unsicherheitsbudgets durch Vergleichsmessungen geprüft. 

Somit sollte der nächste Validierungsschritt eine Vergleichsmessung zwischen mehreren 

higher-order -Metrologieinstituten sein. Dies wird als externe Qualitätskontrolle bezeichnet 

und ergänzt die laborinterne Richtigkeitskontrolle, um die objektive Überwachung der 

Richtigkeit von Ergebnissen zu gewährleisten.  

5.1.5. Vergleich zwischen Routine- und Primärmethode 

Mit Hilfe der Primärmethode konnte für beide untersuchten Konzentrationsniveaus eine 

Gesamtunsicherheit unterhalb von 2 % erreicht werden. Eine Abschätzung der 

Messunsicherheit in einem Routinelabor mit Hilfe von zertifizierten Kontrollproben führte 

hingegen für eine THC-Konzentration von 2,2 ng/mL zu einer relativen Unsicherheit von 

7 %. Die Primärmethode zeigte sich somit der Routinemethode überlegen.  

Die Messung stellt oft selbst den größten Unsicherheitsfaktor dar. Im Vergleich zu 

Routinemethoden zeichnen sich Primärmethoden dadurch aus, dass ein erheblicher 

Beitrag zur Unsicherheit durch spezielle Verfahren vermieden werden kann. Zunächst 

werden volumetrische Schritte durch das Einwiegen der verwendeten Substanzen und 

Lösungen ersetzt, was zu einer wesentlich höheren Genauigkeit führt. So wird z. B. allein 

die Unsicherheit von volumetrischen Bestimmungen auf 1 % geschätzt [120], was die 

gesamte Unsicherheit somit erheblich erhöhen würde. Ferner wird eine geringere 

Unsicherheit durch die Anwendung des Exact isotope matching -Verfahrens erreicht.  

Diese Techniken sind für Routinemessungen allerdings kaum anwendbar, da sie einerseits 

zeitlich sehr aufwendig sind und andererseits eine größere Menge der entsprechenden 

Serumprobe benötigen.  
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Es ist nicht die Aufgabe einer Primärmethode, die Routineanalytik zu ersetzen, sondern 

eine Rückführbarkeit der THC-Messungen mit hoher Genauigkeit zu ermöglichen. Diese 

Anwendung der Methode wurde besonders durch die Messung des Kontrollserums 

verdeutlicht. Ringversuche mehrerer Routinelaboratorien zeigten hierbei einen Mittelwert 

von 2,9 ng/mL für die THC-Konzentration. Im Gegensatz dazu wurde mit Hilfe der 

Primärmethode eine Konzentration von 2,4 ng/mL THC in Serum festgestellt. Diese 

Mittelwerte unterscheiden sich somit bereits um etwa 20 %. Nach abgeschlossener 

Prüfung der Primärmethode durch internationale Ringversuche, könnte eine mögliche 

Anwendung darin bestehen, Serumpools eine Konzentration mit vergleichsweise geringer 

Unsicherheit zuzuordnen, welche später als Kontrollseren in Routinelaboratorien 

verwendet werden. 

Die ermittelte Unsicherheit der Messung liegt im Vergleich zu anderen publizierten 

Primärmethoden [70, 120] in ähnlicher Größenordnung, wobei der zu messende 

Konzentrationsbereich stark vom jeweiligen Analyten abhängt. Daher können 

Primärmethoden unterschiedlicher Substanzen nur bedingt miteinander verglichen 

werden. 

5.1.6. Ausblick 

Für THC-Messungen in Serum wurde eine Primärmethode erfolgreich entwickelt und 

validiert [80]. THC-Konzentrationen im Bereich des bestehenden Grenzwertes konnten 

mittels der beschriebenen Methode sehr genau und präzise bestimmt werden. Die 

Ergebnisse zeigten, dass eine relative Unsicherheit von 2 % erreicht werden kann. Die 

Primärmethode zeigte sich etablierten Messmethoden von Routinelaboratorien überlegen, 

wodurch sich weitere Anwendungsmöglichkeiten ergeben. Zuvor stellt ein internationaler 

Ringversuch zwischen mehreren higher-order -Instituten den nächsten Schritt der 

Validierung dar. Nach der Bestätigung der erreichbaren Genauigkeit der THC-Messung ist 

es die Aufgabe eines nationalen Normals, eine bessere Vergleichbarkeit sowie eine 

Rückführung zu ermöglichen. Deshalb kann die Methode für eine genaue Bestimmung von 

THC-Sollwerten eingesetzt werden, beispielsweise für Serumpools, welche als 

Kontrollseren in Routinelaboratorien verwendet werden, oder auch für Kalibrier- bzw. 

Standardlösungen von THC.  

Die gewonnenen Ergebnisse können ebenfalls hinsichtlich der bestehenden Gesetzgebung 

diskutiert werden. Sie zeigten, dass Konfidenzintervalle für die analytischen THC-

Grenzwerte in der Praxis möglicherweise zu hoch angesetzt wurden, obwohl die 

berechneten Unsicherheiten der Primärmethode als Optimum bzw. Minimum angesehen 
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werden müssen. Dennoch sollen die Ergebnisse für die in der Praxis angewandten 

forensischen Entscheidungen eine Hilfestellung geben.  

Ein Ziel der Arbeit war es, eine Primärmethode für THC zu entwickeln und zu validieren. 

Es ist nun die Aufgabe der PTB die Methode mittels internationaler Ringversuche als 

nationales Normal zu bestätigen, zu bewahren und im Rahmen des gesetzlichen und 

industriellen Messwesens weiterzugeben. 
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5.2. Prüfung von THCglu in Urin als Marker für THC in Serum 

Der an die THC-Bestimmung in Serum anknüpfende Teil der vorliegenden Arbeit befasste 

sich mit Konsummarkern für Cannabis in Urin. Da die Muttersubstanz THC in Urin nicht 

vorkommt, dienen renal ausgeschiedene Metabolite von THC als Konsummarker und 

Zielanalyte für immunologische Vortests. Eine Untersuchung geeigneter Urinmarker für 

das Vorhandensein von THC in Serum gibt es bisher nicht. Hintergrund dieser 

Untersuchung war, dass der gegenwärtig angewandte Konsummarker, CTHC in Urin, 

hinsichtlich der Grenzwerteinführung von 1 ng/mL für THC in Serum zu einer hohen 

Anzahl von falsch-positiven Ergebnissen führt. Der Metabolit THCglu wurde in einer Studie 

von Manno et al. [87] als ein möglicher Marker in Urin für frischen Cannabiskonsum 

diskutiert, da im kontrollierten Versuch das Ausscheidungsmuster der Substanz den 

Verlauf der THC-Konzentration in Serum entsprach. Das THCglu wird im Stoffwechsel in 

nur einem Schritt aus THC gebildet und könnte geringeren interindividuellen 

Schwankungen als CTHC unterliegen. 

Daher wurde untersucht, ob THCglu in Urin möglicherweise eine bessere Markersubstanz 

für THC in Serum darstellt als CTHC. Es wurden in 211 Urinproben potentieller 

Cannabiskonsumenten die jeweiligen Konzentrationen von THCglu und CTHC 

nebeneinander bestimmt. Für die Bewertung der Konsummarker in Urin wurden 

verschiedene Cut-Off-Werte der bestimmten THCglu- und CTHC-Konzentrationen den 

THC-Konzentrationen der dazugehörigen Serumprobe gegenübergestellt. Anhand 

verschiedener angenommener Cut-Off-Werte erfolgte ein Vergleich beider Marker-

substanzen mittels ROC-Analyse.  

Für die Bestimmung der THCglu-Konzentrationen in Urin wurde eine neue LC/MS/MS-

Methode entwickelt und validiert. 

5.2.1. LC/MS/MS-Methode für THCglu in Urin 

Für die quantitative Bestimmung von THCglu existieren bereits beschriebene GC/MS-

Methoden, welche den Analyten jedoch nur indirekt nach vorangegangener enzymatischer 

Spaltung als THC detektieren [71, 117]. Pallante et al. [98] charakterisierten THCglu 

mittels GC/MS ohne vorangegangene Spaltung, jedoch ausschließlich qualitativ. Die 

indirekte Bestimmung hat den Nachteil, dass die Vollständigkeit der vorangegangenen 

Spaltung kaum zu kontrollieren ist.  

Im Gegensatz zum relativ unstabilen CTHCglu [28, 65, 133] stellt THCglu ein stabiles 

Etherglucuronid dar, das ausschließlich enzymatisch gespalten werden kann. Die Reaktion 

ist vom pH-Wert abhängig und möglicherweise ebenfalls von weiteren in Urin 
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vorhandenen Glucuroniden, die ebenfalls mittels der unspezifischen ß-Glucuronidase 

gespalten werden. Für das CTHCglu lässt sich feststellen, ob die enzymatische Reaktion 

annähernd vollständig verlaufen ist, indem die basische und die enzymatische Spaltung 

nebeneinander durchgeführt werden [6]. Zur Erhöhung der Spaltungsrate führten 

Abraham et al. [6] eine Tandem-Spaltung (basisch und enzymatisch) der Urinproben 

durch. In Untersuchungen von Dietz [26] wurde für CTHCglu sowohl für die basische als 

auch für die enzymatische Spaltung eine annähernd vollständige Umsetzung festgestellt. 

Dabei wurden die CTHCglu-Konzentrationen ohne Spaltung mittels LC/MS/MS bestimmt 

und mit den GC/MS-Ergebnissen nach der Spaltung verglichen.  

Diese Ergebnisse sind jedoch nicht unbedingt auf THCglu oder andere Glucuronide [103, 

127] übertragbar. Zudem wird THCglu in wesentlich geringerem Maße gebildet als 

CTHCglu oder 11-OH-THCglu. Bei niedrigen Analytkonzentrationen ist die möglichst 

vollständige Spaltung somit noch bedeutender, da sonst eine quantitative Analyse 

zusätzlich erschwert wird. 

Generell kann die Ausbeute der Spaltung unter erhöhter Zugabe von ß-Glucuronidase 

verbessert werden [112], allerdings ist dies bei einer entsprechend großen Anzahl von 

Proben kostenintensiv. Weiterhin handelt es sich um eine aufwendige Vorgehensweise, da 

sowohl vor als auch nach der Spaltung der pH-Wert der jeweiligen Urinprobe angepasst 

werden muss. 

 

Aus den genannten Gründen würde eine LC/MS/MS-Methode einerseits wesentliche 

Vorteile in der Aufarbeitung der Proben zeigen und andererseits zu einem genaueren 

Messergebnis führen. THCglu ist wasserlöslich und somit gut für die Anwendung einer LC-

Bestimmung geeignet. Bisher existiert keine beschriebene LC/MS/MS-Methode zur 

Bestimmung von THCglu. Zum einen ist THCglu ein Nebenmetabolit, welcher nicht 

routinemäßig bestimmt wird, zum anderen ist ein interner Standard nicht kommerziell 

erhältlich. Deshalb musste zunächst ein interner Standard hergestellt werden, um die 

Isotopenverdünnungsanalyse anzuwenden. 

5.2.2. Enzymatische Herstellung von THCglu-D3 

Die Herstellung eines deuterierten Standards (THCglu-D3) wurde aus THC-D3 mit Hilfe des 

Enzyms UGT2B7 durchgeführt, welches ebenfalls an der Bildung von Morphin-Glucuronid 

beteiligt ist [20, 119]. Caron et al. [17] stellten auf ähnlichem Weg bereits andere 

Glucuronidverbindungen für den Einsatz als interne Standards her.  

Die Ausbeute am gewünschten Produkt lag jedoch nur bei 5 %, obwohl THC-D3 als 

Substrat im Überschuss eingesetzt wurde. Ähnliche Versuche mit immobilisierten UGT-
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Enzymen zeigten ebenfalls eine Ausbeute um die 5 % [83]. Möglicherweise könnte ein 

anderes UGT-Enzym eine verbesserte Umsetzung bewirken. In Vorversuchen wurden 

sieben kommerziell erhältliche UGT-Enzyme getestet; bekannt sind jedoch über 50 UGTs. 

Für die Entwicklung der LC/MS/MS-Methode stand jedoch die Herstellung von ausreichend 

internem Standard im Vordergrund und weniger die Untersuchung der am Metabolismus 

beteiligten Enzyme. Aus diesem Grund wurden keine weiteren Enzyme getestet. 

Aufgrund der geringen Ausbeute sowie der relativ aufwendigen Trennung von 

Nebenbestandteilen der Reaktion, wäre es für künftige Studien von Vorteil, wenn auch 

der interne Standard käuflich erworben werden könnte. Möglicherweise wäre auch eine 

andere Substanz (beispielsweise CTHC-D3) als interner Standard einsetzbar. 

5.2.3. Validierung der LC/MS/MS-Methode 

Die Validierung der LC/MS/MS-Methode erfolgte in Anlehnung an die Richtlinien von 

Peters et al. [101, 102] für seltene Analyte. Dabei wurden für alle untersuchten Parameter 

(Selektivität, Linearität im Bereich von 0 – 10 ng/mL THCglu in Urin, Wiederholungs- und 

Laborpräzision, analytische Grenzwerte, Bias und Extraktionsausbeute) die jeweils 

vorgeschriebenen Kriterien erfüllt.  

Die Selektivität der Methode wurde anhand von Untersuchungen auf 

Querempfindlichkeiten getestet, wobei keine Störungen durch den internen Standard oder 

andere Bestandteile in Leerurinen festgestellt wurden. 

Die Methode erwies sich innerhalb der Kalibrierung als linear. Folglich konnten die 

analytischen Grenzwerte mittels Kalibriermethode berechnet werden. 

Es wurden Nachweis- und Bestimmungsgrenze mit 0,26 ng/mL und 1,09 ng/mL THCglu in 

Urin ermittelt, was auf eine gute Sensitivität der Methode hinweist.  

Für die Präzisions- und Richtigkeitsanalysen wurden ein niedriges, ein mittleres und ein 

hohes Konzentrationsniveau für THCglu in Urin untersucht (1 ng/mL - niedrig, 

3 ng/mL - mittel, 7 ng/mL - hoch). Die ermittelten Labor- und Wiederholungspräzisionen 

lagen jeweils unterhalb von 3 %.  

Für Routinemethoden ist ein Bias von höchstens ±15 % vorgeschrieben, im Bereich der 

Erfassungsgrenze von ±20 %. Der Bias lag bei den drei untersuchten Konzentrations-

niveaus zwischen 4,8 % und 11,7 % und erfüllte damit vollständig die vorgeschriebenen 

Validierungskriterien. 

Generell wird eine Extraktionsausbeute von über 50 % angestrebt [8]. Mittels der 

beschriebenen Flüssig-Flüssig-Extraktion mit tert-Butylmethylether konnte eine Ausbeute 

von etwa 90 % für die drei untersuchten Konzentrationen festgestellt werden, sodass 

kaum ein Verlust an THCglu entsteht. THCglu tritt allgemein in relativ geringen 
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Konzentrationen in Urin auf, sodass eine möglichst hohe Extraktionsausbeute besonders 

bedeutsam ist. 

5.2.4. Zusammenhang zwischen THCglu in Urin und THC in Serum  

Die Untersuchung von 211 Urinproben potentieller Cannabiskonsumenten bestätigte das 

Auftreten des Nebenmetaboliten THCglu, wie zuvor aus ähnlichen Untersuchungen bereits 

bekannt war [50, 117].  

Die Gegenüberstellung der ermittelten Urinkonzentrationen zu den THC-Konzentrationen 

in Serum zeigte allerdings für keinen der beiden Analyten (THCglu und CTHC) einen 

erkennbaren Zusammenhang. Somit weist die Gegenüberstellung darauf hin, dass die 

Bildung und Elimination von THCglu wie auch von CTHC (frei und als Glucuronid 

gebunden) stark von verschiedenen individuellen Faktoren abhängen. Einen Rückschluss 

auf die THC-Konzentration in Serum ist dadurch erschwert. Für CTHC wurden damit 

Ergebnisse anderer Studien bestätigt [28].  

Zu den Einflussfaktoren zählt auch die genetische Variabilität der am Abbau beteiligten 

Enzyme. Im Metabolismus wird THC hauptsächlich über 11-OH-THC zu CTHC umgesetzt, 

wobei vor allem CYP450-Enzyme (CYP2C9 und CYP2C19) beteiligt sind. Hingegen erfolgt 

die Bildung von CTHCglu und THCglu mit Hilfe von UGT-Enzymen in der Phase II des 

Metabolismus. Ausgangspunkt für die Bestimmung von THCglu in den Urinproben war, 

dass dieser Metabolit in nur einem Schritt gebildet und somit möglicherweise in einem 

direkten Zusammenhang mit der THC-Konzentration in Serum steht. Zudem könnte 

THCglu in geringerem Maße von individueller Variabilität abhängig sein als CTHCglu. Für 

die Bildung von CTHCglu sind besonders UGT1A3 und UGT1A1 verantwortlich [41], 

hingegen zeigen UGT2B7, UGT1A10 und UGT1A7 eine Umsetzung von THC zu THCglu 

[79]. Auftretende Polymorphismen der CYP450- [91, 92] und UGT-Enzyme [41, 56] 

können zu einer unterschiedlichen Bildung der Metaboliten führen.  

Die Urinproben dieser Studie wurden im Rahmen polizeilicher Kontrollen gesammelt. 

Vergleichbare Bedingungen, wie Konsumtyp (gelegentlich oder regelmäßig), Art des 

Konsums (inhalativ oder oral), und vor allem der genaue Zeitpunkt des letzten Konsums, 

waren nicht bekannt.  

Jedoch selbst unter kontrollierten Bedingungen zeigte die Ausscheidungsmenge in Urin 

von CTHCglu starke interindividuelle Schwankungen [27]. 

 

Um einen Vergleich beider Urinmarker durchzuführen, erfolgte zusätzlich eine 

Gegenüberstellung anhand der ermittelten ROC-Kurven. Die ROC-Analyse bietet die 

Möglichkeit, die diagnostische Effizienz eines Markers zu prüfen. Die ROC-Kurven für 
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THCglu und CTHC zeigten einen relativ ähnlichen Verlauf, sodass beide Substanzen etwa 

gleichwertig als Markersubstanzen geeignet erscheinen. Ein Vergleich der Flächen 

unterhalb der ROC-Kurven ist für verbundene Stichproben, wie in diesem Fall, nur unter 

Anwendung spezieller mathematischer Verfahren möglich [13, 52, 124] und wurde 

deshalb im Rahmen der Arbeit nicht durchgeführt. Anhand des Youden-Index ergaben 

sich für die gegenwärtig angewandte Markersubstanz CTHCglu geringfügig bessere Werte, 

jedoch für einen höheren Cut-Off-Wert als derzeit in der Praxis angewandt. Dies bestätigt 

das Ergebnis einer Validierung eines Doppelstreifensystems als Vortest für Cannabis [81], 

wo zusätzlich zum herkömmlichen Teststreifen, ein zweiter Streifen mit gezielt 

angehobenem Cut-Off-Wert zum Einsatz kommt. 

Im Rahmen der beschriebenen Studie konnte anhand der 211 gemessenen Urinproben 

keine Verbesserung der Detektion von THCglu in Urin gegenüber CTHCglu festgestellt 

werden.  

Möglicherweise sind andere Substanzen dennoch besser geeignet als CTHC. Auwärter 

el al. [10] diskutierten die Möglichkeit der THC-A-Carbonsäure (THCA) als Urinmarker für 

aktuellen Cannabiskonsum durch Rauchen oder orale Aufnahme. Diese Substanz stellt 

keinen Metaboliten, sondern einen Vorläufer von THC dar, welcher zu beträchtlichen 

Anteilen in der Cannabispflanze vorkommt und beim Rauchen durch die Pyrolyse nur 

teilweise zu THC umgewandelt wird [36]. Da diese Umwandlung nicht vollständig verläuft, 

kann THCA in Serum und Urin von Cannabiskonsumenten [69] detektiert werden. Es sind 

weitere Studien erforderlich, ob sich diese Substanz in der Praxis als besserer Marker für 

THC in Serum eignet. 

5.2.5. Ausblick 

Die in der Arbeit beschriebene LC/MS/MS-Methode ermöglicht eine sensitive und selektive  

Bestimmung von THCglu in Urinproben. Da sie im Vergleich zu der indirekten GC/MS-

Bestimmung einerseits Vorteile bei der analytischen Aufarbeitung aufweist und 

andererseits zu genaueren Messergebnissen führt, stellt sie somit ein hilfreiches Werkzeug 

für weitere Studien dar. Obwohl kein Zusammenhang zwischen dem THCglu-Uringehalt 

und dem THC-Serumgehalt festgestellt wurde, könnte THCglu wichtige Informationen in 

Verbindung mit regelmäßigem oder gelegentlichem Konsum enthalten. Das entwickelte 

LC/MS/MS-Verfahren könnte angewandt werden, um weitere Erkenntnissen über die 

Bildung des Metaboliten sowie dessen Ausscheidung in Urin zu gewinnen.  
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6. Zusammenfassung 

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Primärmethode für die quantitative Bestimmung 

von delta-9-Tetrahydrocannabinol (THC) in Serum entwickelt und validiert.  

Als Methode kam die Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC/MS) unter 

Anwendung der Isotopenverdünnungsanalyse zum Einsatz. Der Hintergrund ist der im 

Dezember 2004 in Deutschland eingeführte Grenzwert im §24a des Straßenverkehrs-

gesetzes (StVG) von 1 ng/mL THC in Serum. Diese Konzentration lässt es als möglich 

erscheinen, dass eine Beeinflussung der Fahrtüchtigkeit durch Cannabis vorliegen kann. 

Dementsprechend war das Ziel der Arbeit, zu untersuchen wie genau THC in diesem 

Bereich messbar ist. Mit Hilfe eines gut charakterisierten THC-Referenzmaterials wurden 

erstmals eine Rückführbarkeit der Methode sowie eine genaue Betrachtung der 

Messunsicherheit ermöglicht. Die Unsicherheitsbetrachtung der Messmethode wurde 

mittels der Top-down -Methode bestimmt, die mit dem Guide to the Expression of 

Uncertainty in Measurement (GUM) konform ist.  

Die erweiterte relative Messunsicherheit lag für die zwei untersuchten 

Konzentrationsniveaus (1 ng/mL und 2,4 ng/mL THC in Serum) unterhalb von 2 %, 

entsprechend einem Konfidenzintervall von 95 %. Dabei zeigten die Schwankungen der 

GC/MS-Messung den größten Einfluss auf das Unsicherheitsbudget, gefolgt von der 

Reinheitsbestimmung des THC-Referenzmaterials.  

Anhand der Untersuchungen wurde gezeigt, dass die THC-Konzentration im Bereich des 

bestehenden Grenzwertes mittels Primärmethode mit sehr geringer Messunsicherheit 

bestimmt werden kann. Die Primärmethode bildet somit die Grundlage für ein nationales 

Normal bereitgestellt, welches eine Rückführbarkeit für THC-Messungen mit hoher 

Genauigkeit ermöglicht.  

Die Primärmethode kann künftig zur Bestimmung von THC-Konzentrationen von 

Kontrollseren, Kalibrier- und Standardlösungen eingesetzt werden, welche in Routine-

laboratorien Anwendung finden. 

 

Im praktischen Probengut wurde untersucht, ob THC-Glucuronid (THCglu) als direkter 

Nebenmetabolit des THCs in Urin einen brauchbaren Marker für die Anwesenheit von 

mindestens 1 ng/mL THC in Serum darstellt. In der Praxis eingesetzte immunologische 

Urintests basieren auf 11-nor-9-Carboxy-THC (CTHC) und dessen Glucuronid, den Haupt-

metaboliten des THCs in Urin. Aufgrund der komplexen Bildungs- und Ausscheidungs-

verhältnisse von CTHC besteht jedoch nur ein begrenzter Zusammenhang zu der THC-
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Konzentration in Serum. Für die Untersuchung wurden 211 Urinproben potentieller 

Cannabiskonsumenten auf THCglu und CTHC getestet.  

In einem anschließenden Vergleich mittels ROC-Analyse zeigte sich, dass beide 

Metaboliten des THCs etwa gleichwertig als diagnostische Marker in Urin geeignet sind 

und THCglu keine Verbesserung gegenüber CTHC aufweist.  

Für die THCglu-Messungen wurde daher ein neues Verfahren basierend auf 

Flüssigkeitschromatographie gekoppelt mit Tandem-Massenspektrometrie (LC/MS/MS) an 

einem Triple Quadrupol-Massenspektrometer entwickelt und validiert. 

Die Studie ergab, dass THCglu kein besserer Marker für THC in Serum ist als CTHC.



Literaturverzeichnis  Seite 96 

Literaturverzeichnis 

[1] BGH (1990) Beschluss vom 28.06.1990  - 4StR 297/90 

[2] BVerfG (2004) Beschluss vom 21.Dezember 2004  - 1 BvR 2652/03 

[3] European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction (2007) [Online im 
Internet]  http://www.emcdda.europa.ez/events/2007/annualreport.cim 
[Stand:06.11.2008] 

[4] Richtlinien der Bundesärztekammer zur Qualitätssicherung in medizinischen 
Laboratorien (2008) [Online im Internet]  http://dach-
gmbh.de/DACHDok/Rilibaek/RiLiBAEK%202008.pdf [Stand:06.11.2008] 

[5] Abel U (1993)  Die Bewertung diagnostischer Tests, Hippokratis Verlag, Stuttgart 

[6] Abraham TT et al. (2007)  "Simultaneous GC-EI-MS determination of Delta9-
tetrahydrocannabinol, 11-hydroxy-Delta9-tetrahydrocannabinol, and 11-nor-9-
carboxy-Delta9-tetrahydrocannabinol in human urine following tandem enzyme-
alkaline hydrolysis" J Anal Toxicol, 31, 477-485 

[7] Agurell S et al. (1973)  "Quantification of delta-1-tetrahydrocannabinoil in plasma 
from cannabis smokers" J Pharm Pharmacol, 25, 554-558 

[8] Arbeitskreis"Qualitätskontrolle" (2000)  "Anlage zu den Richtlinien der GTFCh zur 
Qualitätssicherung bei forensisch-toxikologischen Untersuchungen, Anhang A: 
Anforderung an einzelne Analysenmethoden" Toxichem+Krimtech, 67, 13-16 

[9] Arbeitskreis"Qualitätskontrolle" (2002)  "Anlagen zu den Richtlinien der GTFCh zur 
Qualitätssicherung bei forensisch-toxikologischen Untersuchungen, Anhang B2: 
Qualitätsstandards für spezielle Analyten" Toxichem+Krimtech, 69, 32-34 

[10] Auwaerter V et al. (2008)  "delta-9-tetrahydrocannabinolic acid A - a novel marker 
for recent cannabis consumption" Ann Toxicol Anal  

[11] Bendtsen P, Jones A (1999)  "Impact of Water-Induced Diuresis on Excrection 
Profiles of Ethanol, Urinary Creatinin, and Urinary Osmolality" J Anal Toxicol, 23, 
565-569 

[12] Bland TM et al. (2005)  "CYP2C-catalyzed delta9-tetrahydrocannabinol 
metabolism: kinetics, pharmacogenetics and interaction with phenytoin" Biochem 
Pharmacol, 70, 1096-1103 

[13] Braun TM, Alonzo TA (2008)  "A modified sign test for comparing paired ROC 
curves" Biostatistics, 9, 364-372 

[14] Brenneisen R (2004) "Pharmakokinetik" In: Grotenhermen F, Cannabis und 
Cannabinoide, Verlag Hans Huber, Bern 

[15] Briellmann T, Sigrist T (2004)  "Revision des schweizerischen 
Strassenverkehrsgesetzes per 1. Januar 2005. Was hat geändert?" 
Toxichem+Krimtech, 71, 138-139 

[16] Burstein S, Kupfer D (1971)  "Hydroxylation of trans-delta-1-tetrahydrocannabinol 
by hepatic mircosomal monooxygenase" Chem Biol Interactions, 3, 316 



Literaturverzeichnis  Seite 97 

[17] Caron P et al. (2006)  "Enzymatic production of bile Acid glucuronides used as 
analytical standards for liquid chromatography-mass spectrometry analyses" Mol 
Pharm, 3, 293-302 

[18] Christophersen AS (1986)  "Tetrahydrocannabinol stability in whole blood: plastic 
versus glass containers" J Anal Toxicol, 10, 129-131 

[19] Clarke EGC (2004)  Clarke's Analysis of Drugs and Poisons, Pharmaceutical Press, 
Bath 

[20] Coffman BL et al. (1997)  "Human UGT2B7 catalyzes morphine glucuronidation" 
Drug Metab Dispos, 25, 1-4 

[21] Crouch DJ et al. (2002)  "A Field Evaluation of Five On-Site Drug-Testing Devices" 
J Anal Toxicol, 26, 493-499 

[22] Daldrup T et al. (2000)  "Entscheidung zwischen einmaligem/gelegentlichem und 
regelmäßigem Cannabiskonsum" Blutalkohol, 37, 39-47 

[23] De Bièvre P, Peiser HS (1997)  "Basic equations and uncertainties in isotope-
dilution mass spectrometry for tracebility to SI of values obtained by this primary 
method" Fresenius Journal of Analytical Chemistry, 359, 523-525 

[24] Dewey WL (1986)  "Cannabinoid pharmacology" Pharmacol Rev, 38, 151-178 

[25] Diehl BWK et al. (2007)  "Quantitative NMR spectroscopy in the quality evaluation 
of active pharmaceutical ingredients and excipients" Spectrosc Eur 19, 15-19 

[26] Dietz L (2007)  "Elimination des 11-Nor-9-carboxy-delta-9-tetrahydrocannabinols 
sowie Bildung und Elimination seines Glucuronids nach intravenöser Applikation ", 
Dissertation, Ruprecht-Karls-Universität Heidelberg  

[27] Dietz L  et al. (2008) "Zur Kinetik des 11-Nor-9-Carboxy-delta-9-
tetrahydrocannabinol-glucuronids in Serum und Urin im Menschen" In: Pragst F, 
Aderjan R, Aktuelle Beiträge zur Forensischen und Klinischen Toxikologie, GTFCh, 
Bad Vilbel 

[28] Dietz L et al. (2007)  "The urinary disposition of intravenously administered 11-
nor-9-carboxy-delta-9-tetrahydrocannabinol in humans" Ther Drug Monit, 29, 368-
372 

[29] DIN (2005) DIN EN ISO 17025 Allgemeine Anforderungen an die Kompetenz von 
Prüf- und Kalibrierlaboratorien, Beuth Verlag, Berlin 

[30] Dodder NG et al. (2007)  "Certification of creatinine in a human serum reference 
material by GC-MS and LC-MS" Clin Chem, 53, 1694-1699 

[31] Dörner K (1998)  Klinische Chemie und Hämatologie, Ferdinand Enke Verlag, 
Stuttgart 

[32] Draht P (1996) Leitfaden für den Gebrauch des Internationalen Einheitensystems, 
Physikalisch-Technische Bundesanstalt, Braunschweig 

[33] Drasch G et al. (2003)  "Absolute Fahruntüchtigkeit unter der Wirkung von 
Cannabis  Vorschlag für einen Grenzwert" Blutalkohol, 40, 269-286 



Literaturverzeichnis  Seite 98 

[34] Drasch G et al. (2006)  "Unfälle und reale Gefährdung des Straßenverkehrs unter 
Cannabis-Wirkung" Blutalkohol, 43, 441-449 

[35] Drummer OH et al. (2003)  "The incidence of drugs in drivers killed in Australian 
road traffic crashes" Forensic Sci Int, 134, 154-162 

[36] Dussy FE et al. (2005)  "Isolation of Delta9-THCA-A from hemp and analytical 
aspects concerning the determination of Delta9-THC in cannabis products" 
Forensic Sci Int, 149, 3-10 

[37] ElSohly MA (2004)  Chemische Bestandteile von Cannabis, Grotenhermen F, Verlag 
Hans Huber, Bern 

[38] Foltz RL, Hidy BJ (1982)  "Quantitative analysis for delta 9-THC, 11-hydroxy-delta 
9-THC, and 9-carboxy-delta 9-THC in plasma using GC/CI-MS" NIDA Res Monogr, 
42, 99-118 

[39] Gaoni Y, Mechoulam R (1964)  "Isolation, Structure, and Partial Synthesis of an 
active constituent of Hashish" J Am Cem Soc, 86, 1646 -1647 

[40] Gehrmann L (2008) "Drogengrenzwerte in den Mitgliedstaaten der europäischen 
Union und ihre Auswirkungen auf den Führerscheintourismus" In: Pragst F, 
Aderjan R, Aktuelle Beiträge zur Forensischen und Klinischen Toxikologie, GTFCh, 
Bad Vibel 

[41] Giroud C et al. (2008) "Impact of oral Cannabis on driving skills and genetic 
vulnerability to psychotic symptoms" In: Pragst F, Aderjan R, Aktuelle Beiträge zur 
Forensischen und Klinischen Toxikologie, GTFCh, Bad Vilbel 

[42] Giroud C et al. (2001)  "Delta(9)-THC, 11-OH-Delta(9)-THC and Delta(9)-
THCCOOH plasma or serum to whole blood concentrations distribution ratios in 
blood samples taken from living and dead people" Forensic Sci Int, 123, 159-164 

[43] Goll M et al. (2002)  "Excretion profiles of ethyl glucuronide in human urine after 
internal dilution" J Anal Toxicol, 26, 262-266 

[44] Grauwiler SB et al. (2007)  "Development of a LC/MS/MS method for the analysis 
of cannabinoids in human EDTA-plasma and urine after small doses of Cannabis 
sativa extracts" J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci, 850, 515-522 

[45] Grenzwertkomission (2002)  "Beschluss zu §24a(2) StVG vom 20.11.2002" 
Toxichem+Krimtech, 69, 127 

[46] Griffiths L, Irving A (1998)  "Assay by nuclear magnetic resonance spectroscopy: 
quantification limits" Analyst, 123, 1061-1068 

[47] Grotenhermen F (2003)  "Pharmacokinetics and pharmacodynamics of 
cannabinoids" Clin Pharmacokinet, 42, 327-360 

[48] Grotenhermen F (2004)  Cannabis und Cannabinoide, Verlag Hans Huber, Bern 

[49] Grotenhermen F et al. (2007)  "Developing limits for driving under cannabis" 
Addiction, 102, 1910-1917 

[50] Halldin MM, Widman M (1983)  "Glucuronic acid conjugate of delta 1-
tetrahydrocannabinol identified in the urine of man" Arzneimittelforschung, 33, 
177-178 



Literaturverzeichnis  Seite 99 

[51] Hampson RE, Deadwyler SA (1999)  "Cannabinoids, hippocampal function and 
memory" Life Sci, 65, 715-723 

[52] Hanley JA, McNeil BJ (1983)  "A method of comparing the areas under receiver 
operating characteristic curves derived from the same cases" Radiology, 148, 839-
843 

[53] Harvey DJ, Paton WD (1984)  "Metabolism of the cannabinoids" 
Rev.Biochem.Toxicol., 6, 221-264 

[54] Henrion A (1994)  "Reduction of systematic error in quantitative analysis by 
isotope dilution mass spectrometry (IDMS): an iterative method" Fresenius' 
Journal of Analytical Chemistry, 350, 657-658 

[55] Heyser CJ et al. (1993)  "Effects of delta-9-tetrahydrocannabinol on delayed match 
to sample performance in rats: alterations in short-term memory associated with 
changes in task specific firing of hippocampal cells" J Pharmacol Exp Ther, 264, 
294-307 

[56] Hoffmann U, Cascorbi I (2008) "The impact of Cytochrome P450 2D6 and UDP-
glucuronosyltransferase 1A1 genotypes on toxicity of antidepressants and 
tranquilizer" In: Pragst F, Aderjan R, Aktuelle Beiträge zur Forensischen und 
Klinischen Toxikologie, GTFCh, Bad Vilbel 

[57] Howard E et al. (2004)  "An Aproach to the Metrologically Sound Traceable 
Assessment of the Chemical Purity of organic Reference Materials" NIST Special 
Publication (SP 1012)  

[58] Huestis MA, Cone EJ (1998)  "Differentiating New Marijuana Use From Residual 
Drug Excretion in Occasional Marijuana Users" J Anal Toxicol, 22, 445-454 

[59] Huestis MA et al. (1992)  "Blood cannabinoids. I. Absorption of THC and formation 
of 11-OH-THC and THCCOOH during and after smoking marijuana" J Anal Toxicol, 
16, 276-282 

[60] Hunt CA, Jones RT (1980)  "Tolerance and disposition of tetrahydrocannabinol in 
man" J Pharmacol Exp Ther, 215, 35-44 

[61] ISO (1993) Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement (GUM), 
International Organization for Standardization, Genova 

[62] IUPAC (1999)  "Atomic weights of the elements 1997" Pure and Applied 
Chemistry, 71, 1593-1607 

[63] Jancke H et al. (2005)  "Structure analytical methods for quantitative reference 
applications" Accred Qual Assur, 10, 421-429 

[64] JCGM (2008) VIM - Vocabulaire international de métrologie    

[65] Joern WA (1987)  "Detection of past and recurrent marijuana use by a modified 
GC/MS procedure" J Anal Toxicol, 11, 49-52 

[66] Johansson E et al. (1989)  "Terminal elimination plasma half-life of delta 1-
tetrahydrocannabinol (delta 1-THC) in heavy users of marijuana" Eur J Clin 
Pharmacol, 37, 273-277 



Literaturverzeichnis  Seite 100 

[67] Johansson E et al. (1989)  "Determination of delta 1-tetrahydrocannabinol in 
human fat biopsies from marihuana users by gas chromatography-mass 
spectrometry" Biomed Chromatogr, 3, 35-38 

[68] Johnson JR et al. (1984)  "Stability of delta 9-tetrahydrocannabinol (THC), 11-
hydroxy-THC, and 11-nor-9-carboxy-THC in blood and plasma" J Anal Toxicol, 8, 
202-204 

[69] Jung J et al. (2007)  "Detection of Delta9-tetrahydrocannabinolic acid A in human 
urine and blood serum by LC-MS/MS" J Mass Spectrom, 42, 354-360 

[70] Kaiser P et al. (2003)  "Determination of the cardiac glycosides digoxin and 
digitoxin by liquid chromatography combined with isotope-dilution mass 
spectrometry (LC-IDMS) - a candidate reference measurement procedure" Clin 
Lab, 49, 329-343 

[71] Kemp PM et al. (1995)  "Cannabinoids in humans. II. The influence of three 
methods of hydrolysis on the concentration of THC and two metabolites in urine" J 
Anal Toxicol, 19, 292-298 

[72] King B, Westwood S (2001)  "GC-FID as a primary method for establishing the 
purity of organic CRMs used for drugs in sport analysis" Fresenius J Anal Chem, 
370, 194-199 

[73] Kläntschi N et al. (1996)  Elementanalytik, Spektrum, Akademischer Verlag GmbH, 
Heidelberg Berlin Oxford 

[74] Kreuz DS, Axelrod J (1973)  "Delta-9-tetrahydrocannabinol: localization in body 
fat" Science, 179, 391-393 

[75] Kriwacki RW, Makriyannis A (1989)  "The conformational analysis of delta 9- and 
delta 9,11-tetrahydrocannabinols in solution using high resolution nuclear 
magnetic resonance spectroscopy" Mol Pharmacol, 35, 495-503 

[76] Krüger H (1995)  "Auftreten von Risiken von Cannabis im Straßenverkehr. Eine 
epidemiologische Studie" Berichte der Bundesanstalt für Straßenwesen, Drogen 
und Verkehrsicherheit, Heft M 41, 25-31 

[77] Lemberger L et al. (1971)  "Delta-9-tetrahydrocannabinol: metabolism and 
disposition in long-term marihuana smokers" Science, 173, 72-74 

[78] Lindgren JE et al. (1981)  "Clinical effects and plasma levels of delta 9-
tetrahydrocannabinol (delta 9-THC) in heavy and light users of cannabis" 
Psychopharmacology (Berl), 74, 208-212 

[79] Lott S et al. (2008) "In Vitro Glucuronidation of ∆-9 Tetrahydrocannabinol-D3 by 
UGT2B7, UGT1A10 and UGT1A7 detected using LC/MS-MS" In: Pragst F, Aderjan 
R, Aktuelle Beiträge zur Forensischen und Klinischen Toxikologie, GTFCh, Bad Vibel 

[80] Lott S et al. (2008)  "Reference measurement procedure for Delta9-
tetrahydrocannabinol in serum" Anal Bioanal Chem, 391, 1003-1010 

[81] Lott S et al. (2007)  "Feldstudie zur Validierung eines optimierten 
Doppelstreifentests für Cannabinoide im Urin zur effizienteren Erfassung von 
Fällen des §24a STVG" Blutalkohol, 44, 345-359 



Literaturverzeichnis  Seite 101 

[82] Lowe RH et al. (2007)  "Simultaneous quantification of Delta9-
tetrahydrocannabinol, 11-hydroxy-Delta9-tetrahydrocannabinol, and 11-nor-
Delta9-tetrahydrocannabinol-9-carboxylic acid in human plasma using two-
dimensional gas chromatography, cryofocusing, and electron impact-mass 
spectrometry" J Chromatogr A, 1163, 318-327 

[83] Lyle MA et al. (1977)  "Synthesis and characterization of glucuronides of 
Cannabinol, cannabidiol, delta9-tetrahydrocannabinol and delta8-
tetrahydrocannabinol" Biomed Mass Spectrom, 4, 190-196 

[84] Malz F, Jancke H (2005)  "Purity assessment problem in quantitative NMR-impurity 
resonance overlaps with monitor signal multiplets from stereoisomers" Anal 
Bioanal Chem, 385, 760-765 

[85] Malz F, Jancke H (2005)  "Validation of quantitative NMR" J Pharm Biomed Anal, 
38, 813-823 

[86] Maniara G et al. (1998)  "Method Performance and Validation for Quantitative 
Analysis by 1H and 31P NMR Spectroscopy. Applications to Analytical Standards and 
Agricultural Chemicals" Anal Chem, 70, 4921-4928 

[87] Manno JE et al. (2001)  "Temporal indication of marijuana use can be estimated 
from plasma and urine concentrations of delta9-tetrahydrocannabinol, 11-hydroxy-
delta9-tetrahydrocannabinol, and 11-nor-delta9-tetrahydrocannabinol-9-carboxylic 
acid" J Anal Toxicol, 25, 538-549 

[88] Maralikova B, Weinmann W (2004)  "Simultaneous determination of Delta9-
tetrahydrocannabinol, 11-hydroxy-Delta9-tetrahydrocannabinol and 11-nor-9-
carboxy- Delta9-tetrahydrocannabinol in human plasma by high-performance 
liquid chromatography/tandem mass spectrometry" J Mass Spectrom, 39, 526-531 

[89] Matsunaga T et al. (1995)  "Metabolism of delta 9-tetrahydrocannabinol by 
cytochrome P450 isozymes purified from hepatic microsomes of monkeys" Life Sci, 
56, 2089-2095 

[90] Mauden M et al. (2000)  "GC/MS- Bestimmung von THCCOOH im Serum: Vergleich 
verschiedener Aufarbeitungsmethoden und Einfluß von THCCOOH-Glucuronid" 
Blutalkohol, 37, 48-56 

[91] Maurer H (2008) "Toxicokinetics - Variations due to Genetics or Interactions: 
Basics and Examples" In: Pragst F, Aderjan R, Aktuelle Beiträge zur Forensischen 
und Klinischen Toxikologie, GTFCh, Bad Vilbel 

[92] Maurer H et al. (2006)  "Toxicokinetics of Drugs of Abuse: Current Knowlegde of 
the Isoenzymes Involved in the Human Metabolism of Tetrahydrocannabinol, 
Cocaine, Heroin, Morphine and Codeine" Ther Drug Monit, 28, 447-453 

[93] Milton MJT, Quinn TJ (2001)  "Primary methods for the measurement of amount of 
substance" Metrologia, 38, 289-296 

[94] Moody DE et al. (1999)  "Long-term stability of abused drugs and antiabuse 
chemotherapeutical agents stored at -20 degrees C" J Anal Toxicol, 23, 535-540 

[95] Moore C et al. (2006)  "Stability of Delta(9)-tetrahydrocannabinol (THC) in oral 
fluid using the Quantisal collection device" Forensic Sci Int, 164, 126-130 



Literaturverzeichnis  Seite 102 

[96] NIST (1995) [Online im Internet]  
https://srmors.nist.gov/certificates/view_cert2gif.cfm?certificate=350A 
[Stand:06.11.2008] 

[97] Ohlsson A et al. (1982)  "Single Dose kinetics of deuterium labelled delta-1-
tetrahydrocannabinol in heavy and light cannabis users" Biomed Mass Spectrom, 
9, 6-10 

[98] Pallante S et al. (1978)  "Synthesis and Characterization of Glucuronides of 5'-
Hydroxy-delta-9-Tetrahydrocannabinol and 11-Hydroxy-delta-9-
Tetrahydrocannabinol" Drug Metab Dispos, 6, 389-395 

[99] Pertwee R (1997)  "Pharmacology of Cannabinoid CB1 and CB2 Receptors" 
Pharmacol Ther, 74, 129-180 

[100] Pertwee R (2004) "Angriffspunkte und Wirkungsmechanismen" In: Grotenhermen 
F, Cannabis und Cannabinoide, Hans Huber Verlag, Bern 

[101] Peters FT et al. (2007)  "Validation of new methods" Forensic Sci Int, 165, 216-
224 

[102] Peters FT et al. (2004)  "Anlagen zu den Richtlinien der GTFCh zur 
Qualitätssicherung bei forensisch-toxikologischen Untersuchungen" 
Toxichem+Krimtech, 71, 146-154 

[103] Pirnay SO et al. (2006)  "Selection and optimization of hydrolysis conditions for the 
quantification of urinary metabolites of MDMA" J Anal Toxicol, 30, 563-569 

[104] PTB (2006) [Online im Internet]  
http://www.ptb.de/de/org/3/31/mu/mukurs/mu_richter_einfuehrungsvortrag.pdf 
[Stand:06.11.2008] 

[105] Raes E, Verstraete AG (2005)  "Usefulness of roadside urine drug screening in 
drivers suspected of driving under the influence of drugs (DUID)" J Anal Toxicol, 
29, 632-636 

[106] Raes E, Verstraete AG (2006)  "Cannabis and driving: the situation in Europe" Ann 
Pharm Fr, 64, 197-203 

[107] Ramaekers JG et al. (2004)  "Dose related risk of motor vehicle crashes after 
cannabis use" Drug Alcohol Depend, 73, 109-119 

[108] Ramaekers JG et al. (2006)  "Cognition and motor control as a function of Delta9-
THC concentration in serum and oral fluid: limits of impairment" Drug Alcohol 
Depend, 85, 114-122 

[109] Richter W (1999)  "Comparability and recognition of chemical measurement results 
- an international goal" Fresenius Journal of Analytical Chemistry, 365, 569-573 

[110] Rienitz O (2001)  "Entwicklung chemisch-analytischer Primärmethoden zur 
Bestimmung physiologisch relevanter Bestandteile in Humanserum", Dissertation, 
TU Berlin  

[111] Romero J et al. (1997)  "Effects of chronic exposure to delta9-
tetrahydrocannabinol on cannabinoid receptor binding and mRNA levels in several 
rat brain regions" Brain Res Mol Brain Res, 46, 100-108 



Literaturverzeichnis  Seite 103 

[112] Runkle J et al. (2006)  "Optimization of Glucuronide Hydrolysis for Improved 
Recovery of 11-Hydroxy-delta-9-Tetrahydrocannabinol in Urine" J Anal Toxicol, 30, 
143 

[113] Schmidt G et al. (2003)  Methodenvalidierung im forensisch-toxikologischen Labor, 
Arvecon GmbH, Walldorf 

[114] Schmidt G et al. (2007)  "Schätzung der Messunsicherheit über "zertifizierte" 
Kontrollproben" Toxichem+Krimtech, 74, 42-43 

[115] Schröder E (1991)  Massenspektrometrie: Begriffe und Definitionen, 
Taschenbücher H, Springer Verlag, Berlin Heidelberg New York 

[116] Skopp G, Pötsch L (2004)  "An investigation of the stability of free and 
glucuronidated 11-nor-delta9-tetrahydrocannabinol-9-carboxylic acid in authentic 
urine samples" J Anal Toxicol, 28, 35-40 

[117] Skopp G et al. (1999)  "Freie und glucuronidierte Cannabinoide im Urin - 
Untersuchungen zur Einschätzung des Konsumverhaltens" Rechtsmedizin, 10, 21-
28 

[118] Skopp G et al. (2002)  "Partition coefficient, blood to plasma ratio, protein binding 
and short-term stability of 11-nor-Delta(9)-carboxy tetrahydrocannabinol 
glucuronide" Forensic Sci Int, 126, 17-23 

[119] Stone AN et al. (2003)  "Isoform selectivity and kinetics of morphine 3- and 6-
glucuronidation by human udp-glucuronosyltransferases: evidence for atypical 
glucuronidation kinetics by UGT2B7" Drug Metab Dispos, 31, 1086-1089 

[120] Tai SS et al. (2006)  "Development and evaluation of a candidate reference 
measurement procedure for the determination of progesterone in human serum 
using isotope-dilution liquid chromatography/tandem mass spectrometry" Anal 
Chem, 78, 6628-6633 

[121] Tai SS et al. (2007)  "Development and evaluation of a candidate reference 
measurement procedure for the determination of testosterone in human serum 
using isotope dilution liquid chromatography/tandem mass spectrometry" Anal 
Bioanal Chem, 388, 1087-1094 

[122] THCpharm (2007) Persönliche Mitteilung    

[123] Thomas A et al. (2007)  "Fast gas chromatography and negative-ion chemical 
ionization tandem mass spectrometry for forensic analysis of cannabinoids in 
whole blood" J Pharm Biomed Anal, 45, 495-503 

[124] Toledano AY (2003)  "Three methods for analysing correlated ROC curves: a 
comparison in real data sets from multi-reader, multi-case studies with a factorial 
design" Stat Med, 22, 2919-2933 

[125] Türk E (2006)  "Cannabis intoxication and fatal road chrashes in France: 
population based casecontrol-study" Blutalkohol, 43, 286-287 

[126] Wall ME et al. (1983)  "Metabolism, disposition, and kinetics of delta-9-
tetrahydrocannabinol in men and women" Clin Pharmacol Ther, 34, 352-363 

[127] Wang P et al. (2006)  "Incomplete recovery of prescription opioids in urine using 
enzymatic hydrolysis of glucuronide metabolites" J Anal Toxicol, 30, 570-575 



Literaturverzeichnis  Seite 104 

[128] Watanabe K et al. (1991)  "Oxygenation Mechanism in Conversion of Aldehyde to 
Carboxylic Acid Catalyzed by a Cytochrom P-450 Isozyme" J Biol Chem, 266, 2709-
2711 

[129] Weinmann W et al. (2000)  "Simultaneous determination of THC-COOH and THC-
COOH-glucuronide in urine samples by LC/MS/MS" Forensic Sci Int, 113, 381-387 

[130] Welch MJ et al. (2003)  "Two new standard reference materials for the 
determination of drugs of abuse in human hair" Anal Bioanal Chem, 376, 1205-
1211 

[131] Wells RJ et al. (2002)  "Quantitative nuclear magnetic resonance (QNMR) 
spectroscopy for assessing the purity of technical grade agrochemicals: 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and sodium 2,2-dichloropropionate (Dalapon 
sodium)" J Agric Food Chem, 50, 3366-3374 

[132] Widman M et al. (1974)  "Binding of (+) and (-)-delta-1-tetrahydrocannabinols and 
(-)-7-hydroxy-delta-1-tetrahydrocannabinol to blood cells and plasma proteins in 
man" J Pharm Pharmacol, 26, 914-916 

[133] Williams PL, Moffat AC (1980)  "Identification in human urine of delta 9-
tetrahydrocannabinol-11-oic acid glucuronide: a tetrahydrocannabinol metabolite" 
J Pharm Pharmacol, 32, 445-448 

 

 

 



Anhang  Seite 105 

Anhang 

 

Publikationen 

 

• Lott S, Protzek C, Aderjan R (2007)  "Feldstudie zur Validierung eines optimierten 

Doppelstreifentests für Cannabinoide im Urin zur effizienteren Erfassung von 

Fällen des §24a STVG" Blutalkohol, 44, 345-359 

• Lott S, Henrion A, Malz F, Kessler A, Güttler B, Aderjan R (2008) "Reference 

measurement procedure for Delta9-tetrahydrocannabinol in serum" Anal Bioanal 

Chem, 391, 1003-1010 

• Lott S, Henrion A, Aderjan R (2008) "In Vitro Glucuronidation of ∆-9 

Tetrahydrocannabinol-D3 by UGT2B7, UGT1A10 and UGT1A7 detected using 

LC/MS-MS" In: Pragst F, Aderjan R, Aktuelle Beiträge zur Forensischen und 

Klinischen Toxikologie, GTFCh, Bad Vibel 

 

Vorträge 

 

• Lott S, Aderjan R (2005) "Rückführbarkeit, Messunsicherheit und isotopen-

verdünnungsmassenspektroskopische Referenzanalytik zur Analyse von 

Cannabinoiden in Blut und Urin" Kolloquium des Fachbereiches 3.1 der PTB, 

Braunschweig 

• Lott S, Henrion A, Güttler B, Aderjan R (2007) "Development of an Isotope-

Dilution LC/MS-MS method for quantitative detection of THC-glu in urine of 

cannabis consumers"  Vortrag auf dem 45. The International Association of 

Forensic Toxicologists  (TIAFT) - Kongress in Seattle, USA 

• Lott S, Henrion A, Güttler B (2007) " Metabolites of cannabis in forensics: 

Biosynthesis of d3-labelled THC-glu for a novel LC (ID-)/MS-MS assay of THC-

glucuronide" CCQM-Workshop, Braunschweig 

 

Poster 

 

• Lott S, Henrion A, Aderjan R (2007) "In Vitro Glucuronidation of ∆-9 

Tetrahydrocannabinol-D3 by UGT2B7, UGT1A10 and UGT1A7 detected using 

LC/MS-MS" XV. Mosbach-Symposium, Mosbach 



Lebenslauf  Seite 106 

Lebenslauf 

 

PERSONALIEN 

Vorname und Name Susanne Lott 

Geburtsdatum 27. 04. 1980 

Geburtsort Freiberg, Sachsen 

Familienstand ledig 

Staatsangehörigkeit deutsch 

 

 

SCHULISCHER WERDEGANG 

1986 – 1992 Grundschule Freiberg 

1992 – 1998 Gymnasium Freiberg 

03. 07. 1998 Abschluss Abitur (Note 1,9) 

 

 

UNIVERSITÄRER WERDEGANG 

1998 – 2004  Chemiestudium an der TU-Bergakademie Freiberg 

21. 08. 2000 Abschluss Vordiplom  

2002 – 2003 Erasmus-Studentin an der UPC (Universitat Politechnica 
de Catalunya) in Barcelona 

23. 11. 2004 Abschluss zur Diplom-Chemikerin (Note 1,9) 

2005 – 2009 Promotion (Dr. sc. hum.) am Institut für Rechtsmedizin 
und Verkehrsmedizin des Universitätsklinikums Heidelberg 
in Zusammenarbeit mit der Physikalisch-Technischen 
Bundesanstalt (PTB) in Braunschweig  

 

 

 
 
 
 
 



Danksagung  Seite 107 

Danksagung 

 

Die vorliegende Arbeit wurde am Institut für Rechtsmedizin und Verkehrsmedizin des 

Universitätsklinikums Heidelberg in enger Zusammenarbeit mit der Physikalisch-

Technischen Bundesanstalt (PTB) angefertigt. 

Meinem Doktorvater Herrn Prof. Dr. rer. nat. Rolf Aderjan, Leiter der forensischen 

Toxikologie am Institut für Rechtsmedizin und Verkehrsmedizin, danke ich für die 

exzellente Betreuung der Arbeit. Sein mir entgegengebrachtes Vertrauen, seine fachliche 

Kompetenz und konstruktive Diskussionsbereitschaft haben die Arbeit stets voran-

getrieben und somit maßgeblich zum Gelingen beigetragen. 

Dem Fachbereichsleiter für Metrologie in der Chemie der PTB Herrn Dr. Bernd Güttler 

möchte ich für die Überlassung des interessanten Themas sowie für die Bereitstellung der 

Doktorandenstelle danken.  

Von Seiten der Universität Heidelberg danke ich Herrn Prof. Dr. med. Rainer Mattern für 

die Bereitstellung eines Arbeitsplatzes im Institut für Rechtsmedizin und Verkehrsmedizin.  

Dem Arbeitsgruppenleiter der Organischen Analytik der PTB Herrn Dr. André Henrion 

danke ich für die Betreuung und Unterstützung der Arbeit. 

Der gesamten Arbeitsgruppe der Toxikologie der Universität Heidelberg möchte ich für 

das sehr angenehme Arbeitsklima danken. Die Zusammenarbeit hat mir sehr viel Freude 

bereitet. Besonders Frau Isolde Härle und Frau Christine Meyer haben mich geduldig 

eingearbeitet und jederzeit unterstützt. Vielen Dank dafür. 

Herrn Dr. Georg Schmitt danke ich an dieser Stelle für seine nützlichen Hinweise und 

seine Diskussionsbereitschaft in Fragen der Validierung und Messunsicherheit. 

Der Arbeitsgruppe Organische Analytik der PTB möchte ich ebenso herzlich für die gute 

Zusammenarbeit danken. Alle Kollegen hatten für Fragen stets ein offenes Ohr und 

konnten mir aufgrund ihrer fachlichen Kompetenz gute Unterstützung geben. Herrn 

Rüdiger Ohlendorf möchte ich besonders für die Unterstützung bei den GC/MS-Messungen 

danken. 

Für die Durchführung und Auswertung der NMR-Messung danke ich Herrn Dr. Frank Malz 

von der Bundesanstalt für Materialforschung und –prüfung (BAM). 

Herrn Prof. Dr. rer. nat. Lothar Siekmann und Frau Dr. Anja Kessler vom Institut für 

klinische Chemie und Pharmakologie der Universität Bonn danke ich, dass sie mir die 

Durchführung der GC/FID-Messungen ermöglichten und mich dabei unterstützten. 

Bei Herrn Dirk Gatzemeier aus der PTB-Abteilung Flüssigkeitseigenschaften möchte ich 

mich für die Durchführung der Dichtemessungen bedanken. 



Danksagung  Seite 108 

Herrn Dr. Reinhold Jährling, Herrn Dr. Olaf Rienitz und Frau Carola Pape von der 

Arbeitsgruppe der Anorganischen Analytik der PTB danke ich für die Durchführung und 

Auswertung der ICP-MS-Messungen. Herrn Dr. Olaf Rienitz möchte ich außerdem für 

geduldige Unterstützung mathematischer Belange und die Einführung in den GUM herzlich 

danken. 

Für die sehr hilfreiche biometrische Beratung danke ich Frau Dr. Maria Pritsch vom Institut 

für Medizinische Biometrie und Informatik. 

Viele meiner Kollegen haben mir bei der Anfertigung der Dissertation sehr geholfen. Sie 

haben meine unzähligen Fragen geduldig beantwortet, mir bei computertechnischen 

Problemen geholfen und waren wesentlich an den Korrekturarbeiten beteiligt. An dieser 

Stelle möchte ich deshalb bei allen Kollegen sehr herzlich bedanken, die zum Gelingen der 

Arbeit beigetragen haben.  

An den Korrekturen der Arbeit waren außerdem meine Geschwister Sabine und Robert, 

Mandy Fuchs und meine Eltern beteiligt. Besonderer Dank gilt hierbei meinem Bruder 

Robert, der sehr ausdauernd und diskussionsfreudig die Korrekturen vornahm. 

Ein ganz lieber Dank gilt meinem Freund Thorsten für seine ausdauernde Unterstützung, 

seine unendliche Geduld und sein persönliches Engagement. 

Bei meiner Familie bedanke ich mich für die langjährige Unterstützung während der 

gesamten Promotion. 

 


	Titelblatt.pdf
	Dissertation Susanne Lott

