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,Misura cio che & misurabile, e rendi misurabile cio che non lo &.”

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 haufigsten konsumierte illegale Droge. Die psychoaktive Wirkung von
Cannabis ist Uberwiegend auf den Bestandteil delta-9-Tetrahydrocannabinol (THC)
zurtickzufiihren. Dieser Wirkstoff kann nach entsprechendem Konsum in Blut bzw. Serum
analytisch nachgewiesen werden. Fir die quantitative Bestimmung von THC in Blut bzw.
Serum existieren etablierte chromatographisch-massenspektrometrische Messmethoden.
Diese werden hauptsachlich zur Untersuchung von verkehrsauffalligen Kraftfahrern zur
Erhdhung der Verkehrssicherheit eingesetzt.

Im Jahre 2004 wurde in Deutschland ein von der Grenzwertkommission vorgeschlagener
Grenzwert von 1 ng/mL flir die Konzentration von THC in Serum im StraBenverkehrs-
gesetz (StVG) rechtlich etabliert. Ab dieser Konzentration erscheint es auch nach
Auffassung des Bundesverfassungsgerichtes (BVG) mdglich, dass eine Beeinflussung der
Fahrtlichtigkeit durch Cannabis vorliegen kann.

Hierdurch gewinnt die Frage nach der Genauigkeit und Vergleichbarkeit fir THC-
Messungen im Konzentrationsbereich des bestehenden Grenzwertes zunehmend an
Bedeutung.

Eine hinreichende Genauigkeit und die Zuverlassigkeit von Messergebnissen solcher
Messungen kann durch ihre metrologische Riickfiihrung auf ein nationales Normal
sichergestellt werden. International anerkannte, nationale Normale bilden die Grundlage
fur die weltweite Vergleichbarkeit von Messergebnissen.

Voraussetzung dafiir ist ein hdherwertiges, mdglichst ein primdres Messverfahren durch
das eine Rickflihrung auf das internationale Einheitensystem hergestellt werden kann.
Eine Primarmessmethode ist definitionsgemaB eine Methode, welche keinen Bezug zu
einem anderen Messverfahren fiir die gleiche MessgréBe bendtigt. Sie sollte die hochsten
messtechnischen Qualitdten besitzen, ihre Funktionsweise sollte mdglichst vollstandig
beschrieben und verstanden sein und es sollte eine vollstdndige Angabe der

Messunsicherheit im internationalen Einheitensystem aufgestellt werden kdnnen.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, fiir die quantitative Bestimmung von THC in
Serum eine Primarmethode zu erarbeiten, welche die Grundlage eines nationalen Normals
fur diese MessgroBe im relevanten Konzentrationsbereich bilden kann.

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

Die neu entwickelte Primdrmethode soll den bereits etablierten Messmethoden

metrologisch (iberlegen sein und die Rilckflihrung flir THC-Messungen mit hoher
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Genauigkeit gewahrleisten. Mit diesem Schritt wird die Voraussetzung flir die
Bereitstellung eines nationalen Normals geschaffen.

Im Rahmen der Arbeit stand neben der Entwicklung der Primdrmethode die anschlieBende
Betrachtung aller Einflussfaktoren der gesamten Messunsicherheit im Konzentrations-
bereich des bestehenden Grenzwertes, gemaB des Guide to the expression of uncertainty

in measurement (GUM), im Vordergrund.

Anknilipfend an die THC-Nachweisbarkeit in Serum befasste sich die Arbeit mit in Urin
nachweisbaren Konsummarkern fur Cannabis.

Bei einer Verdachtsgewinnung auf aktuellen Cannabiskonsum im StraBenverkehr stellen
immunologische Vortests ein wichtiges Hilfsmittel dar. Die Einfiihrung des Grenzwertes flr
THC hat nicht nur fiir die THC-Bestimmung in Serum Auswirkungen, sondern stellt auch
an zielgerichtete Vortests in Urin neue Anforderungen.

Einem positiv angezeigten Vortest folgt regelmaBig 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 filhren daher aufgrund des seit 2004 bestehenden Grenzwertes fiir THC zu einer
hohen Anzahl falsch-positiver Vortestergebnisse. Fir die Reduzierung der falsch-positiven
Ergebnisse, ware 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
maogliche Markersubstanz in Urin flr frischen Cannabiskonsum diskutiert, da es ein

vergleichbares Ausscheidungsmuster in Urin zeigt wie THC in Serum.

Ein weiteres Ziel der Arbeit bestand darin, zu priifen, ob das THCglu méglicherweise einen
besseren Urinmarker flr 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 erhdhen kdnnte. Hierzu wurden Urinproben
potentieller Cannabiskonsumenten sowohl auf THCglu als auch auf CTHC fir einen
anschlieBenden Vergleich beider Markersubstanzen untersucht.

Fir die Bestimmung von THCglu in Urin wurde ein Messverfahren bendtigt. Dies sollte mit
Flussigkeitschromatographie 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 flihrte dabei
zu einer sich verscharfenden Problematik. Allein in Europa war in den vergangenen zehn
Jahren ein standiger Anstieg des Drogenkonsums zu verzeichnen. Aus dem Bericht der
Europdischen Beobachtungsstelle fir 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 starkere Zusammenwachsen der einzelnen europdischen Staaten kam es
gleichzeitig zu einer verstarkten Zusammenarbeit gegen den steigenden Drogenkonsum.
Die ersten Anzeichen auf Erfolg in diese Richtung gehen aus dem Jahresbericht 2007 der
Europdischen Beratungsstelle flir Drogen und Drogensucht (EBDD) hervor. Zum ersten
Mal nach Uber 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. Naturlich mussen die einzelnen Drogenarten
getrennt betrachtet werden. So zeigte sich beim Kokainkonsum eine Zunahme. Hingegen
haben Heroin und Cannabis an Popularitat verloren. Auffallig ist, dass trotz stagnierenden
oder rlcklaufigen Konsums weiterhin eine hohe Zahl an drogenbedingten Todesfallen zu
verzeichnen ist.

Die am haufigsten konsumierte illegale Droge ist Cannabis. Schatzungen zufolge hat fast
jeder vierte Erwachsene in der Europdischen Union (EU) - etwa 70 Millionen Menschen -
Cannabis schon einmal probiert, und rund 23 Millionen haben es in den letzten zwdlf
Monaten konsumiert. Die Verbreitung ist bei Jugendlichen (zwischen 15 und 34 Jahren)
allgemein hdéher, besonders bei mannlichen 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 Landern ist der
Konsum sogar riicklaufig geworden. Es zeigte sich, dass nur ein relativ geringer Anteil der
Konsumenten die Droge regelmaBig einnimmt. Dennoch konsumierten ungefahr 1 % der
Erwachsenen (zwischen 15 und 64 Jahren) in der EU tdaglich oder fast taglich.
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2.2. Cannabis

In diesem Abschnitt werden Cannabis und seine psychoaktiven Bestandteile zunachst
eingehend von chemischer und biologischer Seite betrachtet. Der Hauptwirkstoff in
Cannabis ist das bereits in der Einleitung erwdhnte Cannabinoid THC. Es werden die
Aufnahme und der Abbau der Substanz im Korper betrachtet, sowie der Metabolismus

und die Wirkungsweise von THC erlautert.

Cannabis sativa L. ist der lateinische Name fur Hanf. &8
Die Pflanze stammt urspriinglich 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) zunachst (iberwiegend wegen seiner &
festen Fasern und nahrhaften Samen genutzt. Die §
seit Uber 5000 Jahren kultivierte Pflanze wird heute
oft chemotypisch in Abhangigkeit vom THC- und
Cannabidiolgehalt (CBD) in Drogen- und Faserhanf
eingeteilt. Marihuana bezeichnet die getrockneten %
weiblichen Bliitenstéande und Blatter der Hanfpflanze |
(1-25% THC). Haschisch hingegen sind die
zusammengepressten Harzdriisen (5-20 % THC).

Abb. 2-1 Cannabispflanzen

Das Cannabinoid, welches hauptsachlich fiir die psychoaktive Wirkung verantwortlich ist,
wird als trans (-) delta-9-Tetrahydrocannabinol bezeichnet und mit THC abgekiirzt. Die
korrekte chemische Struktur wurde 1964 von Gaoni und Mechoulam aufgeklart [39]. Die
aus der Struktur abgeleitete ausfiihrliche Bezeichnung fir 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 C;;H;00, zusammengefasst und entspricht somit einem
Molekulargewicht von 314,47 g/mol. Es existieren noch weitere Benennungssysteme,
wodurch mehrere chemische Bezeichnungen fir ein und dieselbe Substanz auftreten
kénnen. Als Wirkstoff in Arzneimitteln wird es Dronabinol genannt, synthetisch
hergestelltes THC findet man unter dem Namen Marinol.
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CH, Neben dem THC sind noch 66
weitere Cannabinoide bekannt, die

‘ o ebenfalls in der Pflanze vor-
kommen. Insgesamt wurden bis

H5C o O H heute 483 natirliche Inhaltsstoffe
H;C 3 identifiziert [37]. Die Abb. 2-2
zeigt die Strukturformel des THC-

Abb. 2-2 Strukturformel des THC-Molekiils
Molekdils.

2.2.1. Absorption, Verteilung und Elimination von THC

Die haufigste 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 Ko&rper zugefiihrt. 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 Bioverfligbarkeit ist abhangig 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
verzogert und bewirkt eine Umverteilung in die Hauptverteilungsorte wie z. B. Kdrperfett
[67, 74]. Das Verteilungsvolumen von THC betragt nach Abschluss der Verteilung im
steady state etwa 10 Liter pro Kilogramm Korpergewicht [77]. Dieser hohe Wert ist
typisch fiir lipophile Verbindungen und zeigt die Einlagerung in weniger gut durchblutete
Korperkompartimente an. Die Rickdiffusion von THC aus dem Fettgewebe bestimmt die
Geschwindigkeit der Elimination in der Spatphase. Im Vergleich zu gelegentlichem oder
einmaligem Konsum fiihrt die Einlagerung von THC in tieferliegende Kompartimente bei
Dauerkonsumenten zur Kumulation [60] mit einer verlangerten Eliminationszeit von THC.
Die terminale Halbwertszeit flir THC im Blut wird zwischen 1-4 Tagen angegeben [97],
kann jedoch in Extremfdllen héhere Werte annehmen [66]. Wenig wasserldsliche
Metabolite werden Uber die Faeces, besser wasserlosliche Metabolite im Urin
ausgeschieden. THC sowie dessen Stoffwechselprodukte treten fast ausschlieBlich an
Plasmaproteine gebunden auf, hauptsachlich an Lipoproteine (60 %), Albumin und roten
Blutkérperchen (10 %) [14, 132]. Die hohe Proteinbindung erklart die relativ niedrige
renale Ausscheidung (bis etwa 30 %) im Vergleich zur fakalen Ausscheidung. So werden

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

Der Metabolismus von THC ist sehr komplex, da das Molekil viele Angriffspunkte fir
einen Abbau bietet. Das wichtigste Stoffwechselorgan ist die Leber. Geringfiigiger an der
Biotransformation beteiligt sind Lunge und Darm [14]. Zwischen Mannern 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 Glucuronsdure-, Sulfat-, Aminosdure-,
Acetyl- und Methylgruppen kommt. Eine Ubersicht zum Metabolismus nach Harvey und
Paton [53] zeigt die Abb. 2-3; der Hauptmetabolisierungsweg ist blau eingezeichnet und

der Metabolisierungsschritt zum THCglu orange.

CTHC-Glucuronid <=— CTHC

T

Fettsdure-Konjugat <=— 11-OH-THC Diol

T Epoxid — Glutathion-Konjugat
CH

/ a-OH \ 3//4' Hydrierung

OH

B
H5C o
H3C l

OH —/8= C=0

CHj

Abb. 2-3 Ubersicht 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 flihrt ein groBer Teil des Abbaus zunachst zu
Hydroxyverbindungen, die durch anschlieBende Oxidation in Sauren umgewandelt
werden, wobei besonders Cytochrom P-450-Enzyme (CYP) eine wichtige Rolle spielen [12,
16, 89]. Eine mikrosomale Hydroxylierung durch CYP2C9 am allyl-stéandigen
Kohlenstoffatom von Ring C flihrt zu 11-Hydroxy-Tetrahydrocannabinol (11-OH-THC),
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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] zurlick. 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 ldnger nachweisbar ist als THC selbst.

150 ‘
—o—THC
120 - —4A— 11-OH-THC
O CTHC
90 +

Konzentration in ng/mL

Zeit in h

Abb. 2-4 Darstellung der Plasmakonzentrationen als Zeitverlauf fiir 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 Uber die Sauregruppe an die
Glucuronsaure gebunden. Dieser Schritt wird von Uridindiphosphat-Glucuronosyl-
Transferase (UGT)-Enzymen katalysiert, um die Substanz hydrophiler zu machen und
damit eine Ausscheidung (ber den Urin zu ermdglichen. Es entsteht bei der Umsetzung
das entsprechende Glucuronid (CTHCglu), welches den Hauptmetaboliten von THC in Urin
darstellt [133] und in deutlich héheren Konzentrationen als freies CTHC vorliegt [116,
118, 129].

Sauren und konjugierte Glucuronide dominieren allgemein die Ausscheidung Uber den
Urin.

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

Detektierbarkeit als Nachweis flir Cannabiskonsum und findet beispielsweise in
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immunologischen Vortests Anwendung. Die Konzentration von CTHC in Serum ist
auBerdem fur die Einschatzung der Konsumfrequenz bedeutend [22].

In einem wesentlich geringeren MaB als CTHCglu ist das THC-Glucuronid (THCglu), ein
Nebenmetabolit, in Urin vorhanden [117].

Die enzymatische Kopplung von THC mit der Glucuronsaure erfolgt an der phenolischen
OH-Gruppe des THC-Molekils. Zn wvitro-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. Fir die Glucuronidierung von CTHC scheint bevorzugt das Enzym

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

in der Abb. 2-5 gezeigt.
CH;
P
O THC
H3HC3c o CsHyy
H
HO 0
HO
OH o

H
i UDP-Glucuronosyl-Transferase
Uridin

Uridin 5'-Diphosphat-Glucuronsdure

THCglu

Abb. 2-5 Enzymatische Umsetzung von THC zu THCglu mittels UDP-Glucuronosyl-
Transferase und Cofaktor Uridin 5’-Diphosphat-Glucuronsaure

In einer friiheren Laborstudie von Manno et a/. [87] wurde THCglu als mdglicher Marker
fur frischen Cannabiskonsum diskutiert. Dabei wurden nach entsprechendem Konsum die
Konzentrationen von THC in Plasma und THCglu in Urin einander gegenlibergestellt. Die
folgende Abb. 2-6 geht auf diese Untersuchung zuriick 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

ahnlichen 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 a/. [87]

Der Hauptmetabolit im Urin ist das bereits genannte CTHC (in freier und glucuronidierter
Form). Als Marker fir frischen Konsum kann diese Substanz aufgrund ihrer sehr langen
Eliminationszeit nicht dienen. In der Praxis eingesetzte Schnelltests flir Cannabis basieren
allerdings auf CTHC und ergeben demzufolge eine relativ hohe Anzahl an falsch-positiven
Ergebnissen [81, 105] bezogen auf den analytischen Grenzwert flir THC in Serum. Zwar
weist die Anwesenheit der Substanz den Cannabiskonsum sicher nach [21], es lasst sich
jedoch nicht daraus ableiten, wie lange der Konsum bereits zuriickliegt.

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

konsumenten gepriift, ob THCglu als Marker fiir THC in Serum bestatigt werden kann.

2.2.3. Wirkungen von Cannabis

Die pharmakologische Wirkung des THCs ist stereoselektiv, wobei das natirlich
vorkommende (-)-trans-Isomer eine hohere Wirkstarke 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 abhdngen.
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

Angstzustanden fiihren. Der Konsum kann auBerdem die kognitive sowie motorische
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Leistungsfahigkeit beeinflussen [108]. Beispielsweise kommt es zu Stérungen des
Kurzzeitgedachtnisses [51, 55] und der Aufmerksamkeit, zur Verschlechterung der
Bewegungskoordination, aber auch zu assoziativen Denken und Kreativitdtssteigerung.
Weitere Wirkungen kdnnen Muskelrelaxierungen, Appetitsteigerung, erhéhte Herzfrequenz
oder Senkung der Korpertemperatur sein. Jedoch unterliegen die Effekte des
Cannabiskonsums Toleranzerscheinungen, d. h. bei regelmaBig konsumierenden Personen
zeigen sich einige Wirkungen in abgeschwachter Form [111].

Die meisten Wirkungsmechanismen der Cannabinoide verlaufen lber 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
Driisen 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 veranderte Schmerzwahrnehmung erklaren
wirde. Hohe Konzentrationen im GroBhirn, Hippocampus und in den Basalganglien
kdnnten die Beeintrachtigung der Wahrnehmung und des Gedachtnisses sowie die
Veranderung der motorischen Fahigkeiten erklaren. CB2-Rezeptoren kommen dagegen
vor allem in Zellen des Immunsystems (Leukozyten, Milz) vor [100]. THC kann {ber diese
Rezeptoren Effekte auf die zelluldre und humorale Immunitat ausliben. Einige dieser

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

2.3. Drogen und StraBenverkehr

Beim Fahren unter dem Einfluss psychoaktiver Substanzen, welche die Fahrtiichtigkeit
beeintrachtigen, geféhrdet der Fahrer sich und weitere Personen. Zu den psychoaktiven
Substanzen zahlen Alkohol, Drogen sowie Medikamente (Psychopharmaka). Die am
weitesten verbreitete Substanz, mit welcher heutzutage auf europdischen StraBen
Menschenleben gefahrdet werden, ist der Alkohol, gefolgt von Cannabis und den
Benzodiazepinen. Aus verschiedenen Studien und Leistungstests ist bekannt, inwieweit
diese Substanzen zu einer Verminderung der Fahrtiichtigkeit fluhren. Der Grad der
Beeintrachtigung ist abhangig von Dosis, Vertraglichkeit, Gewdhnung und Zeitpunkt des
letzten Konsums. ErwartungsgemaB 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 StraBenverkehr verlduft innerhalb der EU in @hnlicher 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 Verdachtserhdrtung durch die Anwendung eines Drogenvortests.
Vorangegangener Alkoholkonsum kann mit Hilfe einer Messung des Atemalkohols
festgestellt werden, bei anderen Rauschmitteln werden haufig 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 fiihrt.

Die Folgen des Fahrens unter Drogeneinfluss sind von den jeweiligen gesetzlichen
Regelungen des betreffenden Landes abhangig. Innerhalb der EU weisen die rechtlichen
Reaktionen erhebliche Unterschiede auf. Es besteht daher ein dringender Harmoni-
sierungsbedarf [40].

In mehreren Studien wurde die Beeintrachtigung von Cannabis auf das Unfallrisiko
untersucht [35, 107, 125]. Eine bestimmte Konzentration, ab der die absolute
Fahruntlichigkeit unter Cannabiseinfluss sicher bewiesen ist, konnte nicht festgelegt
werden. Trotz vieler Untersuchungen und Grenzwertvorschlagen [33, 49] liegen weiterhin
erhebliche Defizite zur Einschdtzung von Cannabis und Verkehrssicherheit vor. Von
wissenschaftlicher Seite ist immer noch ungeklart, welche Risiken von Cannabiswirkungen
ausgehen und wie lange sie anhalten. So zeigte beispielsweise eine Untersuchung, dass
nicht davon ausgegangen werden kann, dass unterhalb des eingefiihrten Grenzwertes von
1 ng/mL THC im Serum keine Beeintrachtigung mehr vorliegt. Man spricht hier von der
gefahrlichen Spatphase des Konsums [34].

Auffalligkeiten 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 §8§315/316 des Strafgesetzbuches (StGB) bestimmen, dass ein
Straftatbestand vorliegt, wenn das Fihren eines Fahrzeugs unter mangelnder
Fahrtlichtigkeit erfolgte. Das Gesetz greift nach dem Genuss von Betdubungsmitteln in der
Praxis allerdings nur selten, da in jedem Einzelfall die Fahruntlichtigkeit des Fahrers
nachzuweisen ware, was aufgrund des Verhaltensbildes nicht immer gelingt. Derzeit wird
allerdings immer noch kontrovers diskutiert, ob es mdglich ist - analog zum Blutalkohol -
einen THC-Grenzwert flir die absolute Fahruntiichtigkeit festzulegen. Fir den Alkohol

wurde durch die Rechtssprechung bei einer Blutalkoholkonzentration (BAK) von
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1,1 Promille die absolute Fahruntiichtigkeit festgelegt [1], sodass die Gerichte ab dieser
Konzentration das StGB anwenden.

Unterhalb dieser Konzentration gilt das sogenannte per se -Gesetz flir Alkohol nach §24a
des StraBenverkehrsgesetzes (StVG). Es war bis 1998 nur auf Alkohol bezogen und wurde
nach langjahriger Forderung fir andere psychoaktive Substanzen, u.a. delta-9-
Tetrahydrocannabiniol (THC), erweitert.

Das Gesetz wird zum Zweck einer Abwehr moglicher Gefahren angewandt und zieht ein
Ordnungswidrigkeitsverfahren nach sich. Je nach Konsum und Konsumgewohnheiten
kann auch ein Fahrerlaubnisverfahren folgen.

Nach §24a StVG verstoBt auch ein unbeeinflusst erscheinender Kraftfahrer gegen die
Vorschrift, wenn er unter Drogen ein Fahrzeug lenkt. Nach dem Wortlaut der Vorschrift
wirde eine absolute Nullgrenze fiir das Fahren unter Drogen gelten.

Je nach Labor, das den Nachweis liefern soll, Drogenart und angewandter
Nachweismethode fiir die jeweilige Substanz sind technisch innerhalb einer gewissen
Bandbreite unterschiedliche = Nachweisgrenzen zu erwarten. Deshalb wurden im
November 2002 von der Grenzwertkommission der Deutschen Gesellschaft fur
Rechtsmedizin analytische Grenzwerte fiir die in §24a StVG aufgeflihrten Substanzen
vorgeschlagen [45]. Die Grenzwertkommission ist eine fachiibergreifende Arbeitsgruppe,
die vor allem eine beratende Funktion der Justiz und des Bundesministeriums fur Verkehr

ausibt. 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
A-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 8§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 StraBenverkehrsgesetz setzt fiir §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
regelmdBigen und chronischen Konsum ist die Nachweisbarkeit des Wirkstoffes
verlangert.

Aufgrund dessen wurde die absolute Nullgrenze flir das StraBenverkehrsgesetz im
Dezember 2004 [2] im Fall von Cannabis fir verfassungswidrig erklart. In seinem
Beschluss hat das Bundesverfassungsgericht der Verfassungsklage eines Mannes
stattgegeben, bei dem eine Konzentration von 0,5ng/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 flr
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 mdglich erscheint, dass eine

Beeinflussung durch Cannabis vorliegen kann.

2.3.2. Analytische Grenzwerte fiir THC in Europa

Auch in anderen europdischen Landern wurden analytische Grenzwerte fir THC
eingeflihrt. Bei diesen Werten handelt es sich um rein analytische Werte, die den
positiven Befund von Drogen sichern. Eine mdgliche Wirkung muss nicht gewahrleistet
sein. In der folgenden Tab. 2-2 sind die analytischen Grenzwerte fiir THC von einigen
Landern in Europa aufgefiihrt, 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 fiir THC ausgewadhlter Lander in Europa

Land Analytischer Grenzwert fiir 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
gegenliber dem Vollblut. In anderen Landern wird Uberwiegend Vollblut zur Analyse
eingesetzt.

Blutplasma erhalt man aus Vollblut durch das Abtrennen der zelluldren Bestandteile. Es
besitzt noch etwa 55 % des Volumens und enthdlt im Gegensatz zum Blutserum noch alle
Gerinnungsfaktoren. Zur Serumsgewinnung setzt man dem Vollblut gerinnungsférdernde
Separationshilfen (z. B. kaolinbeschichtete Polystyrolkiigelchen) zu, welche durch die
anschlieBende Zentrifugation die zelluldren Bestandteile zusammen mit den
Gerinnungsfaktoren abtrennen [31]. Serum weist gegentber 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 hoéher 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. Fiir den Metaboliten CTHC wurde ein Plasma/Vollblut-Verhaltnis
von 1,5 festgestellt [118].

Aus den genannten Griinden wird fir Analysen an Metrologieinstituten ausschlieBlich
Serum verwendet.

Bei der Gegeniberstellung der unterschiedlichen analytischen Grenzwerte fallt zunachst
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 flir den qualitativen Nachweis
erfordert — mindestens 0,5 ng/mL betragt. Die mindestens zu erreichende
Bestimmungsgrenze liegt bei 1 ng/mL, ist aber nicht die Grundlage fiir den
Sicherheitszuschlag. Der Grund fiir die breiten Vertrauensintervalle kénnte darin liegen,
dass sich nicht genau abschatzen lasst, 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 Oberbehdrde der Bundesrepublik Deutschland flr das Messwesen. Sie gehdrt
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zum Dienstbereich des Bundesministeriums fir Wirtschaft und Technologie. Die zentrale
Aufgabe der PTB ist es, die gesetzlichen Einheiten in Ubereinstimmung mit dem
internationalen Einheitensystem (SI - Systéeme International d'Unités) darzustellen, zu
bewahren und im Rahmen des gesetzlichen und industriellen Messwesens weiterzugeben.
Die PTB stellt somit das hdchste metrologische Institut in Deutschland dar, mit der
Aufgabe nationale Normale zu schaffen. Zur Sicherstellung der weltweiten Einheitlichkeit
der MaBe arbeitet die PTB mit anderen nationalen Metrologieinstituten zusammen: auf
europaischer 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, MaB3 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 groBe 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 MaBen, Gewichten und MaBsystemen. Die Bezeichnung
leitet sich vom Wort Meter ab, welches auf das griechische Wort metron fir MaB

zurlickgeht.

Eine Primarmessmethode ist definitionsgemaB nach dem VIM (Vocabulaire international
de métrologie) eine Methode, welche keinen Bezug zu einem anderen Messverfahren fiir
die gleiche MessgréBe bendtigt [64].

Die Definition einer Primarmethode wurde vom Beratenden Komitee Stoffmenge - CCQM
(Comité consultatif pour la quantité de matiere — métrologie en chimie) festgelegt und
lautet:

»Eine Primarmethode ist eine Methode, die die hdchsten messtechnischen Qualitaten
besitzt, deren Funktionsweise vollstandig beschrieben und verstanden werden kann, fiir
die eine vollsténdige Angabe der Messunsicherheit in SI-Einheiten aufgestellt werden
kann™ [93]. Es wird zwischen direkten Primarmethoden und primaren Verhaltnismethoden
unterschieden. Eine direkte Primarmethode misst eine GroBe, ohne dass ein Bezug zu
einem Standard der gleichen GroBe bendétigt wird. Die Gravimetrie, die Coulometrie und
die Messung kolligativer Eigenschaften stellen definitionsgemaB direkte Primarmethoden
dar. Eine primdre Verhdltnismethode stellt beispielsweise die Isotopenverdiinnungs-
massenspektrometie (IDMS) dar [23, 93].
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Die Rickfiihrbarkeit beschreibt eine Eigenschaft eines Messergebnisses. Eine Messung ist
rickflihrbar, wenn das Ergebnis innerhalb seiner bekannten Messunsicherheit mit einem
anerkannten Standard (Normal) fur die betreffende MessgroBe verglichen werden kann.
Nach DIN EN ISO 17025 wird eine Rickflihrung von Messergebnissen auf das SI, wo dies
maoglich ist, gefordert [29]. Die Riickflihrung zweier Messungen auf das gleiche Normal
bewirkt die Vergleichbarkeit und Richtigkeit der Messung. So wird beispielsweise die
Bestimmung eines Masseanteils Uber die Kalibrierung der verwendeten Waage und die
dabei verwendeten Kalibriergewichte (ber eine ununterbrochene Kette auf das Normal
der Masse (das Urkilogramm) zurtickgeftihrt.

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 fir
Entscheidungen und Vereinbarungen, vor allem im Gesundheitswesen, Umweltschutz und
Handelsverkehr. Somit missen die Messergebnisse zuverlassig und vertrauenswiirdig sein
[109]. Da jedes Messergebnis mit einer Unsicherheit behaftet ist, ist fir Prif- und
Kalibrierlaboratorien die Angabe der Messunsicherheit auf Verlangen erforderlich [29].

Es gibt mehrere Modelle um die Unsicherheit zu berechnen. In der PTB findet
ausschlieBlich 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 flir 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 vernlinftigerweise der
MessgroBe zugeordnet werden kann. Somit grenzt die Messunsicherheit den besten
Schatzwert einer physikalischen GroBe innerhalb eines Intervalls ein, in welchem der
wahre Wert der GroBe liegt.

Weitere giiltige 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 fiir 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 Flissigkeits-
chromatographie-Massenspektrometrie (LC/MS) [88] schon seit langer Zeit etabliert. Sie
werden dabei stets im Zusammenhang mit einer Isotopenverdiinnungsanalyse
durchgefiihrt. Das dazu benétigte mit Deuterium markierte THC ist kommerziell erhaltlich
und dessen Einsatz flhrt zu einer Reduzierung des systematischen Fehlers [54]. Die
Grundlage der Isotopenverdiinnung 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 Verhadltnis von Spike zu Analyt ermittelt, welches sich ab
dem Zeitpunkt der Zugabe nicht mehr andert.

Chromatographische Auftrennung und massenspektrometrische Analyse fiihren zu einer
genauen Identifizierung des Analyten und ermdglichen selbst bei geringen
Konzentrationen eine Quantifizierung. Die genannten Methoden werden in der
Drogenanalyse fiir die beweissichere Feststellung der jeweiligen Substanz angewandt.

Die Isotopenverdiinnungsmassenspektrometrie (IDMS) stellt somit die bevorzugte
Methode flir eine quantitative Bestimmung von THC dar und wurde im Rahmen der

vorliegenden Arbeit angewandt.

2.5.2. Untersuchung der Unsicherheit fir THC-Messungen

Eine Studie zur Abschatzung der Messunsicherheit in Routinelaboratorien wurde vom
Institut fur Rechtsmedizin und Verkehrsmedizin des Universitatsklinikums Heidelberg
durchgefiihrt [114]. Als ,zertifizierte Kontrollproben® wurden Ringversuchsproben
verwendet. Der entsprechende Sollwert wurde dabei in einem Ringversuch bestimmt. In
diesem Zusammenhang wurde die Messunsicherheit fiir 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 flir die
THC-Messung eine Unsicherheit von 7 % flr das einzelne Labor. Damit zeigte sich, dass
die festgesetzten Sicherheitszuschlage bzw. Vertrauensintervalle mdglicherweise unnétig
hoch angesetzt wurden. Jedoch kann trotz gut charakterisierter Ringversuchsproben nicht
offiziell von einer Rlckflihrung 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. Fir die Untersuchung der genauen
Messunsicherheit fir THC-Bestimmungen ist somit eine Primarmethode notwendig.

Das dafir erforderliche Referenzmaterial fir THC ist derzeit nicht verfugbar und musste
aus diesem Grund im Rahmen der Arbeit geschaffen werden.

2.5.3. Messmethoden fir die quantitative Bestimmung von THCglu in Urin

Fir die indirekte Bestimmung von THCglu-Konzentrationen in Urin existieren bereits
beschriebene GC/MS-Methoden [117]. Dabei wird die Glucuronsaure vom THC-Molekdl
enzymatisch abgespalten und anschlieBend das freie THC bestimmt. Dies ist méglich, da
THC selbst in Urin nicht gefunden wird. Die Genauigkeit der Konzentrationsbestimmungen
hangt jedoch stark von der Vollstandigkeit der vorangegangenen Spaltung ab [71].

Aus den genannten Grinden ware 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 Primarmethode flir THC-Messungen in Serum beschrieben. Im zweiten Teil sind
analog die verwendeten Materialien und die entsprechende Methodik zur Prifung von
THCglu in Urin als Marker flir THC in Serum dargestellt.

3.1. Primarmethode fiir 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) kauflich erworben. Es liegt
in einer gasdichten Spritze in Form eines zahfllissigen Harzes vor. Die vom Hersteller
angegebene Reinheit betragt laut Analysenzertifikat 98,3 %. Das Referenzmaterial wurde

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

Standardlésungen, Reagenzien und Lésungsmittel

Die Standardlésung von deuterierten THC-D; (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 Verhaltnis 3:1:9, stammt von der
Firma Supelco (Taufkirchen, Deutschland).

Die verwendeten Lésungsmittel Ethylacetat und Isooctan stammen von der Firma Merck
KGaA (Darmstadt, Deutschland), Methanol von Riedel-de Haén GmbH (Taufkirchen,
Deutschland), Essigsdaure von Fluka Chemie AG (Taufkirchen, Deutschland) und n-Hexan
wurde von LGC Promochem GmbH (Wesel, Deutschland) bezogen. Alle genannten
Lésungsmittel besitzen hdchste analytische Reinheit.

Leerserum und Kontrollserum

Das bendtigte Leerserum wurde von der Blutbank des Universitatsklinikums 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 dazugehorigen Vertrauensbereich innerhalb des zweifachen z-Scores
(1,7 — 4,1 ng/mL) angegeben. Die Ringversuche wurden im Auftrag der Gesellschaft fur
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Toxikologische und Forensische Chemie (GTFCh) von der Firma Arvecon GmbH (Walldorf/
Baden) durchgefiihrt.

Herstellung von Stamm- und Arbeitsldsungen

Das Referenzmaterial wurde fir alle THC-Zubereitungen verwendet. Um eine
Stammldsung im Konzentrationsbereich von 1 mg/g zu erhalten, wurde 1 mg THC auf
einer elektronischen Waage vom Typ MC 5 der Firma Sartorius AG (Gottingen,
Deutschland) exakt eingewogen und in 1 g Methanol geldst. Die Einwaage der exakten
Menge an verwendetem Methanol sowie alle weiteren Verdlinnungsschritte wurden mit
Hilfe der elektronischen Waage vom Typ ME215S-0CE der Firma Sartorius AG (Go6ttingen,
Deutschland) durchgefiihrt. Insgesamt wurden sieben Stammldsungen separat
voneinander  hergestellt. Ausgehend von der Stammlésung folgten drei
Verdinnungsschritte, um eine Arbeitslésung im Konzentrationsbereich von etwa 10 ng/g

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

Tab. 3-1 Einwaageprozedur von THC fiir die Herstellung von Stamm- und
Arbeitslésungen sowie die Einwaage ins Leerserum zur Simulation einer THC-

Konzentration von 1 ng/mL

Herstellung Einwaage Verdiinnung Gesamtmasse Konzentration
Stammldsung (Lsg. 1) 0,924 mg THC 0,93981g MeOH 0,940743 g 0,999 mg/g
Verdinnung 1 (Lsg. 2) 0,10313glsg.1 0,91802 g MeOH 1,02115¢g 99,197 ug/g
Verdinnung 2 (Lsg. 3) 0,10008 g Lsg. 2 10,02628 g MeOH  10,12636 g 0,980 ug/g
Verdinnung 3 (Lsg. 4) 0,11296 g Lsg. 3  9,95839 g MeOH 10,07135¢g 10,996 ng/g
Dotierung Leerserum 0,93245g Lsg. 4 8,87892 g Serum 9,81137 ¢ 1,045 ng/g

Eine der sieben Arbeitslésungen (siehe Tab. 3-1) diente zur Simulation eines Serums mit
einer Konzentration von 1 ng/mL THC. Daflir wurde das verwendete Leerserum sorgfaltig
mit einer bekannten Menge an THC dotiert und anschlieBend 12 Stunden lang durch
mechanisches Schitteln homogenisiert. Die genaue THC-Konzentration ist in Tab. 3-1
angegeben und betragt 1,045 ng/g THC in Serum. In der forensischen Chemie werden
Konzentrationen Ublicherweise 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 ermdglicht. Alle Ergebnisse werden
nachfolgend in ng/mL angegeben, obwohl die Herstellung der Ldsungen nicht Uber
volumetrische Schritte erfolgte, sondern durch Einwiegen, was sich durch eine wesentlich

hohere Genauigkeit auszeichnet.
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Alle Stammldsungen, Arbeitsldsungen sowie die Lésung 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 fir Flissigkeitseigenschaften der PTB
durchgeflihrt. Die Dichte des Leerserums sowie des Kontrollserums wurde mit einem
Dichtemessgerat nach dem Schwingerprinzip gemessen, welches vor der Messung mit
Luft und der geeigneten Dichte-Referenzfliissigkeit Reinstwasser justiert und kalibriert
wurde. Fur die Untersuchungen kam ein Messgerat der Firma Anton Paar Germany GmbH
(Ostfildern, Deutschland) vom Typ PAAR DMA5000 zum Einsatz. Die Dichte wurde jeweils
fur einen Temperaturbereich von 20 °C bis 25 °C bestimmt. Wdhrend der gesamten
Messzeit bestimmt das Gerat gleichzeitig den Luftdruck, die Lufttemperatur und die

relative Luftfeuchte.

3.1.3. Reinheitsuntersuchung der Referenzsubstanz THC

Die Entwicklung einer Primdrmethode erfordert eine Referenzsubstanz. Da derzeit nur ein
Referenzmaterial von THC in einer Haarprobe vom NIST erhaltlich [130], jedoch weder fiir
reines THC noch fiir 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 gréBer 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 liberpriift.
Zur Reinheitsanalyse kommen grundsatzlich zwei Verfahren (direktes und indirektes) in
Betracht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden beide Verfahren angewandt, was einen
Vergleich beider Methoden ermdglicht.

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 mdgliche Verunreinigungen untersucht, die im Idealfall zusatzlich
charakterisiert werden kénnen. AnschlieBend 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 gqNMR fand in der Bundesanstalt fir
Materialforschung und —prifung (BAM) statt.

Die gNMR stellt eine validierte Methode zur direkten Reinheitsbestimmung dar [85]. Sie
beruht darauf, dass sich die Intensitaten der einzelnen Resonanzlinien direkt proportional
zu der Anzahl der zugehdrigen Kernspins verhalten [63]. Dieser Sachverhalt erméglicht
eine genaue Bestimmung der Massenanteile von Flissigkeiten und Feststoffen. Fiir die
Reinheitsbestimmung einer Substanz wird ein interner Standard mit bekannter Reinheit
bendtigt. Die Auswahl des Standards hangt einerseits vom verwendeten Lésungsmittel ab
und andererseits von der zu untersuchenden Substanz. Vermieden werden sollte hierbei
eine Uberlagerung der einzelnen Signale, welche fiir die Auswertung relevant sind [84].
Fir 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 gréBer als 99,8 % angegeben. Mit Hilfe des
zertifizierten Referenzmaterials NIST CRM 350a Benzoesaure [96] konnte die angegebene
Reinheit des DMT von 100 % bestdtigt werden. Als Losungsmittel wurde deuteriertes
Chloroform (CDCIl;) der Firma Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) verwendet.

Fir die Messprobe wurden 30,413 mg THC zusammen mit 32,052 mg DTM eingewogen,
in 0,8 mL CDCl; gelést und in ein NMR-Rdhrchen Gberfiihrt.

Mit Hilfe der bekannten molaren Massen (Momr; Mrc), der eingewogenen Massen (/mowr;
M), der Anzahl der zugehdrigen H-Atome des NMR-Signals (Abwr; Mwuc) und der
Intensitat der Signale (Lwr; FAuc) kann die Reinheit von THC direkt mit der folgenden

Gleichung berechnet werden.

]THC NDMT MTHC mDMT

PTHC ) ]DMT NTHC MDMT mTHC PDMT (1)
Die Messung wurde an einem Bruker DMX 400 Spektrometer bei einer Frequenz von
400,13 MHz (*H-NMR) durchgefiihrt. Fiir die Aufnahme des 'H-NMR Spektrums wurden
die folgenden, flir quantitative Bestimmungen optimierten Parameter eingestellt: 30°
Anregungspuls, 5 us Aufnahmeverzdgerung, 30 s Relaxationsdelay, 32 k Datenpunkte fur
den freien Induktionsabfall (FID). Bei einer spektralen Aufnahmebreite der *H-chemischen
Verschiebung von 24 ppm entspricht dies einer FID-Aufnahmezeit von 3,4 s. Insgesamt
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wurden 64 Einzelaufnahmen fir das Spektrum aufgenommen. Nach Erweiterung der
Zeitdomane auf 64 k Datenpunkte wurde der FID zur Unterdriickung von hochfrequentem
Rauschen mit 0,3 Hz Linienbreite exponentiell gefiltert. Die darauffolgende Fourier-
Transformation flihrte zum NMR-Spektrum. Dessen Phasen- und Basislinienkorrektur
sowie die Integration der betreffenden Signale erfolgten manuell.

Reinheitsuntersuchung mittels indirekter Methode

Als gleichwertiges Verfahren fur 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 fiir Klinische Chemie und Pharmakologie der
Universitat Bonn durchgefiihrt.

Die GC/FID stellt fir die Bestimmung organischer Verunreinigungen eine geeignete
Methode dar [72]. Um Spuren organischer Nebenbestandteile des Referenzmaterials zu
bestimmen, wurden fiinf verschiedene Losungen von THC in Methanol hergestellt, die
eine ungefahre 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 Verhaltnis gesetzt wurden. Jede Losung wurde vierfach der GC/FID-
Messung unterzogen, sodass die Reinheit insgesamt zwanzigfach bestimmt wurde. Diese
hohe Anzahl der Wiederholungen ist notwendig, um Inhomogenitdten der Lésungen bzw.
der Substanz THC zu beriicksichtigen.

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 ermdglicht eine feste Aufgabe der
Substanz in den Gaschromatographen und verhindert eine Beeinflussung durch mégliche
Reaktionen mit dem Losungsmittel. Zunachst wurden sogenannte Fléhe (kleine
Glasrohrchen mit einem Fassungsvolumen von maximal 2 pL) mit jeweils 1 pL der
einzelnen Losungen gefiillt, das Methanol unter Vakuum abgezogen, die Glasréhrchen im
Aufgabesystem positioniert und nacheinander in das GC-System injiziert. Im Einlass des
Gaschromatographen verdampfte die Substanz aus den Glasréhrchen bei einer
Temperatur von 300 °C. Durch einen Heliumstrom wurde die Substanz auf die
Chromatographiesaule aufgetragen. Die chromatographische Auftrennung erfolgte auf

einer Optima-5MS Saule (30 m x 0,25 mm ID; df = 0,25 um) der Firma Macherey-Nagel



Material und Methodik Seite 31

GmbH & Co.KG (Duren, Deutschland). Fir das Temperaturprogramm wurde zundchst eine
Anfangstemperatur von 80 °C eingestellt und fir 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 Hdchsttemperatur wurde anschlieBend noch
10 Minuten lang gehalten, um ein vollstandiges Ausheizen der Saule zu gewahrleisten.

Die Detektion der Substanzen erfolgte mittels Flammenionisationsdetektor. Als Brenngas
wurde Wasserstoff verwendet.

Fir die Auswertung der erzeugten GC/FID-Spektren diente die Chrom Card Software (CE
Instruments). Die Integration der einzelnen Peaks erfolgte dabei ausschlieBlich

automatisiert.

Bestimmung der anorganischen Verunreinigungen mittels ICP-MS

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

Um madgliche anorganische Verunreinigungen der Referenzsubstanz THC zu detektieren,
wurde die Probe mittels ICP-MS auf 70 verschiedene Elemente getestet. Fiir die Analyse
wurden 49,4 mg THC direkt in ein PTFE-TFM-MikrowellengefaB auf einer analytischen
Waage 1702MP8 der Firma Sartorius AG (Gottingen, Deutschland) eingewogen. Der
Aufschluss der Probe erfolgte nach Zugabe von 7 mL HNOs (65 %, sub-boiled) sowie
4,2 mL H,0, (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 Losung auf einer Heizplatte bei
einer Heizplattentemperatur von 170 °C bis zur Trockene. Der Riickstand wurde in 30 mL
Salpetersaure (0,15 M) aufgenommen und unmittelbar auf Anwesenheit von Elementen
untersucht. Der gleichen Aufbereitungsprozedur wurde eine Aufschlusslésung ohne THC
(Blank) sowie ein leeres PTFE-TFM-Mikrowellengefa3 unterzogen, um die Bestimmung der
Blindwerte zu ermdglichen.

Die Messung erfolgte an einem Finnigan Element2 Massenspektrometer der Firma Thermo
Fisher Scientific (Dreieich, Deutschland). Es handelt sich um ein hochauflésendes
magnetisches Sektorfeld-Massenspektrometer mit variabler Auflésung und einer induktiv-
gekoppelten Argon-Ionenquelle. Die Plasmaleistung betrug 1200 W. Weiterhin war das
Gerat mit einem Sekundarelektronenvervielfacher als Einzeldetektor ausgestattet, der im
»counting mode" betrieben wurde. Die verwendete PEEK Zyklon-Spriihkammer der Firma
AHF analysentechnik AG (Tubingen, Deutschland) enthdlt einen konzentrischen
Zerstauber (1 mL/min) aus Quarz. Abhangig vom jeweiligen Element fand die Messung
entweder mit niedriger (M/AM = 300) oder mittlerer (M/AM = 4000) Auflésung statt.

Die Auswertung erfolgte anhand der ermittelten Blindwerte sowie einer Kalibrierung. Die
verwendete Kalibierlosung bestand aus einem Multielementstandard geldst in HNOs
(0,15 mol/kg). Die Zusammensetzung des Multielementstandards ist in der folgenden Tab.
3-2 aufgeflihrt.
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Tab. 3-2 Zusammensetzung des verwendeten Multielementstandards

Konzentration Mittlere Auflésung Niedrige Aufldsung
500 ng/g “Li
400 ng/g g
100 ng/g 285j “Na

50 ng/g *®Fe, %S¢, *Co

30 ng/g %Ga
20 ng/g 89Y, 103Rh, 1151”, 137Ba
10 ng/g 175Lu, ZOSTI, 238U

3.1.4. Entwicklung der GC/MS-Methode

Fir die THC-Bestimmung in Serum wurde eine Primarmethode entwickelt, die auf
Isotopenverdiinnungsmassenspektrometrie (IDMS) basiert. Auf der Grundlage bereits
bestehender Methoden [90] wurden die analytische Aufarbeitung sowie die
Gerateparameter der GC/MS-Methode fiir die Entwicklung der Primarmethode fiir THC-

Messungen in Serum optimiert.

Analytische Aufarbeitung

Fir die Kalibrierung wurde das sogenannte Exact isotope matching -Verfahren
angewandt. Dieses Verfahren basiert auf einer Einpunkt-Kalibrierung, wobei eine
Vergleichsprobe bendétigt wird, welche die Konzentration der eigentlichen Messprobe
simuliert. Zunachst erfolgt die Abschatzung der THC-Konzentration der Messprobe in
mehreren Annaherungsschritten. Die Zugabe von internem Standard erfolgt so, dass das
Isotopenverhaltnis THC/THC-D; in der Probe anndhernd eins betragt. Das Verfahren stellt
einen Sonderfall der Isotopenverdiinnungsanalyse dar und filihrt zur Reduktion des
systematischen Fehlers [54]. Das Exact isotope matching -Verfahren benétigt aufgrund
von Mehrfachmessungen eine groBere Menge der Serumprobe als es bei der
Konzentrationsbestimmung mit Hilfe einer Kalibrierkurve der Fall ware. Jedoch kann
dadurch eine héhere Genauigkeit der Messung erzielt werden, weshalb sie vor allem flr
Primarmethoden oft zur Anwendung kommt [120, 121].

Far die jeweilige Analyse wurde 1 g Serum bzw. 1 g Kontrollserum exakt eingewogen und
mit der entsprechenden Konzentration an THC-D; versetzt. Zur Kalibrierung diente eine
Vergleichsprobe bestehend aus 1 g Leerserum, das sorgfaltig mit der zu erwartenden
Konzentration an THC und mit internem Standard im Verhdltnis 1:1 dotiert wurde.
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AnschlieBend wurden beide Proben eine Stunde lang auf dem Schittler 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 Essigsdure zur Einstellung eines leicht sauren pH-Wertes,
folgte eine Flussig-Flussig-Extraktion mit 3 mL eines n-Hexan/Ethylacetat-Gemisches
(Volumenverhaltnis 9:1) durch 20 mindtiges Schitteln. Die Proben wurden anschlieBend
in ein 12 mL groBes Zentrifugenglas Uberfihrt. In der Biofuge 5R der Firma Heraeus
GmbH (Hanau, Deutschland) trennten sich organische und wassrige Phase innerhalb von
15 min bei 4300*g. Die organische Phase wurde in silanisierte GC-Glaschen uberfiihrt und
unter einem leichten Stickstoffstrom bei einer Temperatur von 40 °C bis zur Trockene
eingeengt. Die nachfolgende Derivatisierung erfolgte durch Zugabe von 50 uL Sylon HTP
und wurde innerhalb von 30 min bei einer Temperatur von 60 °C auf einem Heizblock
realisiert. Danach wurde das Uberschiissige Derivatisierungsmittel ebenfalls unter
Stickstoff vollstandig eingeengt. Der verbleibende Riickstand wurde in 50 pL Isooctan
aufgenommen und homogenisiert, in ein 150 puL Mikrovial Uberfiihrt 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 uL der aufbereiteten Probe, wobei der Modus split/splitless verwendet wurde. Als GC-
Tragergas kam Helium bei konstantem Fluss von 1 mL/min zum Einsatz. Die
chromatographische Auftrennung wurde auf einer Optima-5MS Saule (30 m x 0,25 mm
ID; df = 0,25 um) der Firma Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Diiren, Deutschland)
realisiert. Flr das Temperaturprogramm betrug die Anfangstemperatur 80 °C, die
zunachst 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 Hochsttemperatur wurde anschlieBend noch 10 Minuten lang gehalten, um
ein vollstandiges Ausheizen der Saule zu gewahrleisten.

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 Auflésungsvermégen von M/AM = 80 000 erreicht
werden. Die THC-Messungen erfolgten jedoch bei einer Auflésung von M/AM =1000, um
eine hohere Empfindlichkeit der Methode zu erreichen. Weitere spezielle Gerateparameter
des GC/MS-Systems sind in Tab. 3-3 aufgefuhrt.

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

Gerateparameter Einheit
GC/MS-Transferline-Temperatur 290 °C
Ionenquellentemperatur 230 °C
ElektronenstoB-Ionisierung 70 eV
Beschleunigungsspannung 8000 V
gewdhlte Tuning Masse 331 amu
Detektor 350V
Ionenenergie 37,1

Die quantitative Analyse von THC erfolgte im Modus single ion monitoring (SIM), wobei
sowohl fiir THC (m/z = 386; 371; 303 amu) als auch fir THC-D; (m/z = 389; 374; 306

amu) drei charakteristische Massen fiir die Detektion ausgewahlt 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.
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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 CHs;-Gruppe zum Ion der Masse m/z = 371 amu flhrt.
Diese Reaktion wird als a-Spaltung bezeichnet. Die entstehende positive Ladung ist dabei
am Heteroatom (in diesem Fall am Sauerstoffatom) stabilisiert. Durch eine Retro-Diels-
Alder-Reaktion am THC-Molekil wird weiterhin eine CsHg-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 Ubersichtlichkeit verzichtet.

CH; CH;

0—Si(CH3); O/Si(CHs)s o _Si(CH3)3

Z
|-|3C e _—
HsC CsHo Hic” o CsHo Hic” Yo CsHo
386 amu 371 amu 303 amu

Abb. 3-4 Charakteristische Fragmentierung des THC-Molekiils bei 70 eV

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

Die Quantifizierung wurde anhand der Flachen der Molpeaks (m/z = 386 und 389 amu)
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durchgefiihrt. Die weiteren Massen dienten als Qualifier und sind wichtig fur 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 Linearitdt, Wiederholungsprazision (intraday precision), Laborprazision
(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
gewlnschten Konzentrationsbereich von 0 - 2,5 ng/mL THC in Serum. Fur die Berechnung
der Validierungsparameter diente die Valistat Software 1.0 der Firma Arvecon GmbH
(Walldorf, Deutschland). Zur Berechnung der Messunsicherheit mit Hilfe der 7op-down -
Methode wurde die Wiederfindung der THC-Messung anhand von Mehrfachmessungen
bestimmt. Dafilir 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 Primdarmethode wird ein vollstdndiges 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 fiir die
Bestimmung und Angabe der Messunsicherheit.

Fir die Anwendung zur Berechnung der Messunsicherheiten nach GUM gelten zunachst
folgende Vereinbarungen:

e Die Probennahme wird nicht in die Unsicherheitsermittlung einbezogen, sondern
gesondert betrachtet.

e Die Analyse beginnt mit der Probe, die vorgelegt wird. Zur Messunsicherheit
tragen alle Arbeitsschritte bei, die hierauf folgen.

e 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
ErgebnisgroBe Y und der dazugehdrigen Messunsicherheit u.
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Die ErgebnisgroBe Y wird meist nicht direkt, sondern indirekt Uber eine Reihe von N
EingangsgréBen X, bestimmt, die durch eine Modellfunktion f verknlpft sind:
Y =f(Xy, Xa,...Xn).
Dazu sind folgende Schritte notwendig:
e Ermittlung der Werte x; der EingangsgroBen X;
Aufgrund der Unvollstandigkeit der Informationen Uber die EingangsgroBen werden
die x; als beste Schatzwerte fiir X; bezeichnet.
e Berechnung des Wertes y der ErgebnisgroBe Y durch Einsetzen der x; in die
Modellfunktion Y = f(X1,X,...Xy)
Daraus ergibt sich, dass y ebenfalls nur ein bester Schatzwert ist.
e Ermittlung der Messunsicherheiten zu den Werten x; der Eingangsgréen
e Berechnung der Messunsicherheit u, aus den Messunsicherheiten uy
Das Prinzip der Unsicherheitsermittlungen der ErgebnisgroBe y beruht nach GUM
auf dem Formalismus der Unsicherheitsfortpflanzung.
Bei der Betrachtung der Standardunsicherheiten der EingangsgroBen x; wird zwischen
zwei Ermittlungsmethoden (Typ A und Typ B) unterschieden.
Eine EingangsgroBe von Typ A liegt vor, wenn eine Reihe von n Beobachtungen
durchgefiihrt wurden und als bester Schatzwert der arithmetische Mittelwert aller
Beobachtungen eingesetzt wird.
-1

Xi =—
ni

X

i (2)

L

Die Standardmessunsicherheit der Ermittlungsmethode von Typ A ist gleich der
empirischen Standardabweichung des Mittelwertes und wird durch die folgende Formel

beschrieben.

1 ) -
u(xi)=Jn 0D E(xi-xi) (3)

Im Gegensatz dazu liegt eine EingangsgroBe von Typ B vor, wenn der beste Schatzwert
inklusive Unsicherheit nicht auf einer statistischen Analyse der Beobachtungsreihe basiert.
Die Methode von Typ B trifft flir Daten aus friiheren 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 abgeschatzt werden. Die Abschdtzung ist abhangig von der gewahlten
Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion, wobei zwischen vier Verteilungen (Normal-, Rechteck-,

Dreieck- und U-férmige Verteilung) unterschieden wird.
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Die Messunsicherheit der ErgebnisgroBe Y berechnet sich im Fall von unkorrelierten

EingangsgréBen Xi aus der Quadratsumme aller Unsicherheitsbeitrage der

N
u(y) = ,/ 22 (y) 4)
i=1

Der Unsicherheitsbeitrag ui(y) der EingangsgroBe X; berechnet sich aus dem Produkt des

EingangsgroBen.

Sensitivitatskoeffizientens ¢; und der Unsicherheit u(x;).

u;(y) =¢; *u(x;) (5)
Daraus ergibt sich fir die Standardunsicherheit der ErgebnisgroBe u(y) folgende
Gleichung:

N
u(y) = \/ Zciz *u(x;)? (6)

i=1
Der Sensitivitatskoeffizient ¢; stellt die partielle Ableitung der Modellfunktion f nach der

EingangsgréBe X dar.

_of

Ci—a—Xi

(7)

Die erweiterte Messunsicherheit U erhdlt man durch Multiplikation mit einem
Erweiterungsfaktor k, der vom betrachteten Vertrauensintervall P abhangt.

U=k *u(y) (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 fiir eine groBe

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

Erweiterungsfaktor von der Anzahl der effektiven Freiheitsgrade abhdngig, welche fir eine
kombinierte Unsicherheit mit der nachstehenden Formel berechnet wird.

4
fur = a0y 4((yx)i) 9)
i=1 f

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

Fir die Berechnung der Messunsicherheit in der vorliegenden Arbeit wurde die
sogenannte 7op-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 gegenliber. Letztere stellt die urspringliche GUM-Methode dar und
basiert auf den Kenntnissen aller relevanten EinflussgroBen und deren Zusammenwirken.
Bei der Top-down -Methode wird die zu erwartende Variabilitat des Analysenergebnisses
als MaB fur die Unsicherheit aus Validierungsdaten abgeschatzt. Daflir muss die
Wiederfindung als Verfahrensparameter und ihrer Unsicherheit im Zuge der Validierung
bestimmt werden, welche dann als 7gp-down -Komponente in das Unsicherheitsbudget
eingeht.

Die Unsicherheit ist vollstandig durch die bei der Messung unter Vergleichsbedingungen
beobachtete Variabilitdt in Form der Standardabweichung der Einzelergebnisse gegeben.
Das T7op-down -Verfahren liefert in der chemischen Analytik in vielen Féllen eine
wirklichkeitsnéghere Messunsicherheit als die rein synthetische Vorgehensweise des
Bottom-up -Verfahrens. Einflisse, die im Einzelnen haufig nicht bekannt sind, werden in
ihrer Gesamtauswirkung auf die Messunsicherheit auf diesem Wege mitberiicksichtigt
[104].

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

ErgebnisgréBe Y dar. Fir die Berechnung wurde die nachfolgende Gleichung angewandt.

Bric = Wthc_exp * Pserum = Pric * K (10)

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

aufgelistet.

Tab. 3-4 EingangsgroBen der Modellgleichung fiir die Unsicherheitsbetrachtung

GroBe Einheit Definition

Bruc ng/mL Massenkonzentration von THC

WAHC exp ng/g Experimenteller Mittelwert Massenanteil von THC
Pserum g/mL Dichte des Blankserums

Pruc a/g Reinheit des Referenzmaterial

Ku 1 Korrekturfaktor fiir Einwaage des Referenzmaterials
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3.2. Priifung von THCglu in Urin als Marker fiir THC in Serum

3.2.1. Material

Standardldsungen

Die Standardlésung von 10 ng/uL THCglu in Methanol stammt von El Sohly Laboratories
(Oxford, Mississippi, USA).

Die Standardlésung von CTHC (1 mg/mL) in Methanol, sowie die deuterierten
Standardlésungen von THC-D; und CTHC-Ds (jeweils 0,1 mg/mL) in Methanol wurde von
der Firma LGC Promochem GmbH (Wesel, Deutschland) bezogen.

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

Firma Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) verwendet.

Enzyme

Das eingesetzte UGT2B7-Enzym sowie die dazugehdrige Reaktionslésung A (Uridine 5'-
diphospho-glucuronic acid - UDPGA Cofactor) und Reaktionslésung B (5 x UGT Buffer Mix
with Alamethicin) stammen von BD Bioscience (Heidelberg, Deutschland).

Die verwendete B-Glucuronidase vom Typ IX-A, gewonnen aus E.coli, wurde von der
Firma Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) bezogen.

Pufferlésung

Fir die in-vitro-Versuche wurde eine 50 mM Tris-HCl-Pufferlésung hergestellt. Daftr
wurden 0,3025 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (M = 121 g/mol) der Firma Sigma-
Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) in 50 mL Reinstwasser geldst. AnschlieBend wurde ein
pH-Wert von 7,5 mit Hilfe von HCI eingestellt.

Flr die enzymatische Spaltung des THCglu wurde eine 75 mM Phosphatpufferlésung
hergestellt. Dazu wurden 5,075 g K;HPO4* 3H,0 und 2,077 g KH,PO,4 der Firma Merck
KGaA (Darmstadt, Deutschland) in 50 mL Reinstwasser aufgeldst. Die Pufferldsung wies
einen pH-Wert von 6,8 auf.

Lésungsmittel

Die eingesetzten Losungsmittel tert-Butylmethylether, Ethylacetat und n-Hexan der Firma
Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland), Acetonitril und Methanol der Riedel-de Haén
GmbH (Taufkirchen, Deutschland) sowie Essigsaure der Fluka Chemie AG (Taufkirchen,
Deutschland) waren von héchster analytischer Reinheit.



Material und Methodik Seite 42

3.2.2. Enzymatische Herstellung von THCglu-D;

Fir die Glucuronidierung wurde das Enzym UGT2B7 eingesetzt, da es in einer
vorangegangenen Studie die hdchste Reaktivitdt fur die Umsetzung von THC-D; zu
THCglu-Ds aufgewiesen hatte [79].

Fir die Herstellung von deuteriertem THCglu-D; wurden zundchst 100 pL einer Ldsung
von 10 pg/mL THC-D; in Methanol in ein 1,5 mL groBes ReaktionsgefaB der Firma
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) Uberfiihrt. Das Methanol wurde bei einer
Temperatur von 40 °C unter Stickstoff abgedampft, der Rickstand wurde in 300 pL
Trispufferlésung aufgenommen und homogenisiert. Unter Zugabe von 20 L
Reaktionslosung A sowie 80 uL Reaktionslésung B wurden weiterhin der nétige Cofaktor
Uridindiphoshatglucuronsaure  (UDPGA) und die reaktivitatssteigernde Substanz
Alamethicin bereitgestellt. Nach Vorwarmen auf eine Temperatur von 37 °C wurden 20 pL
der Proteinlésung UGT2B7 zugegeben und die Lésung wurde auf einem Schittel-
Inkubator der Firma Kisker GbR (Steinfurt, Deutschland) 48 h lang bei 37 °C gehalten und
gleichzeitig auf Stufe 1 geschiittelt. Die Reaktion erfolgte in mehreren ReaktionsgefaBen
gleichzeitig, um die Ausbeute des gewinschten Produktes zu erhdhen. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 100 uL gekiihlten Acetonitril (ACN) beendet. AnschlieBend
konnte das Protein durch Zentrifugation abgetrennt werden. Aus der (berstehenden
Lésung wurde das gewilinschte Produkt mittels zweifacher Flissig-Fliissig-Extraktion in
tert.-Butylmethylether Uberfiihrt, unter Stickstoff eingeengt und anschlieBend im HPLC
Laufmittel (ACN/H,O 95:5) wieder geldst. An der HPLC 1100 der Firma Agilent
Technologies (Waldbronn, Deutschland) wurde das entstandene THCglu-D; auf einer
Zorbax Eclipse XDB-C18 Saule (4,6 x 150 mm, 5 um) der Firma Agilent Technologies
chromatographisch von den restlichen Bestandteilen sowie dem Uberschiissigen THC-Ds

abgetrennt.

3.2.3. Entwicklung einer LC/MS/MS-Methode

Fir die Entwicklung des Verfahrens wurden die analytische Aufarbeitung sowie die
entsprechenden Parameter der LC/MS/MS-Messung fiir die quantitative Analyse von

THCglu in Urin optimiert.

Analytische Aufarbeitung
Fir die analytische Aufarbeitung von 1 mL Urin wurden zunachst 10 pL interner Standard
einer Lésung von 1 ng/uL THCglu-Ds in Methanol zugegeben. Es folgte eine leichte

Ansduerung unter Zugabe von 1 mL 0,25 M Essigsdure. Die Extraktion wurde mit Hilfe
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einer FlUssig-FlUssig-Extraktion mit 2 mL tert.-Butylmethylether unter 20 min Schiitteln
auf dem Vibra Max 100 der Firma Heidolph Instruments GmbH & Co. KG (Schwabach,
Deutschland) realisiert. AnschlieBend wurden organische und wassrige 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 groBes Glaschen
Uberflihrt und unter einem Stickstoffstrom bei einer Temperatur von 40 °C bis zur
Trockene eingeengt. Der Riickstand der Probe wurde in 25 pL Laufmittelgemisch
(ACN/H,0 95:5) aufgenommen und in 50 pL Mikrovials Uberflihrt, wovon jeweils 5 L in
das LC/MS/MS-System eingespritzt wurden.

LC/MS/MS-Methode

Zur chromatographischen Auftrennung wurde eine Phenomenex Sadule 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 uL/min, wobei der zeitliche Verlauf der Laufmittelzusammensetzung in Tab. 3-5

nachfolgend dargestellt ist.

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

Zeit in min  Flussrate in yL/min  Laufmittel Ain %  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 Messgerates dargestellt.
Die Abbildung wurde mit freundlicher Genehmigung zur Verwendung von Applied

Biosystems zur Verfiigung 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 Massenlibergange wurde im Modus Multiple Reaction
Monitoring (MRM) durchgefiihrt. Fir THCglu wurde der Masseniibergang
m/z = 489 > 313 amu zur Quantifizierung und m/z = 489 > 113 amu als zusatzlicher
Qualifier erfasst. Fiir den deuterierten Standard THCglu-D; wurden analog die Ubergénge
m/z = 492 > 316 amu und m/z = 492 > 113 amu aufgezeichnet. In der nachsten Abb.
3-6 ist das Spektrum der Produkt-Ionen von THCglu unter den verwendeten Bedingungen
dargestellt. Der Massenubergang m/z = 489 > 313 amu entspricht im negativen Modus
somit der Abspaltung der Glucuronsaure. Dagegen stellt das Ion der Masse
m/z = 113 amu die Glucuronsdure nach Abspaltung von CO, und H,O dar.
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Abb. 3-6 Produkt-Ionen-Spektrum von THCglu
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Die optimierten Gerate- und Substanzparameter der LC/MS/MS-Methode flir THCglu sind
in der nachstehenden Tab. 3-6 aufgefiihrt und mit Hilfe von Vorexperimenten ermittelt

worden.

Tab. 3-6 Optimierte Gerate- und Substanzparameter fiir die LC/MS/MS-Messung von

THCglu im negativen Modus

Gerateparameter Substanzparameter

Curtain gas (CUR) 20 psi Declustering potential (DP) 90V
CAD gas (CAD) Medium Entrance potential (EP) -10V
Ion spray (IS) -4500 V Collision energy (CE) -42V
Temperatur (TEM) 300 °C Cell exit potential (CXP) m/z 489>313 -17V
Gas1(GS 1) 20 psi Cell exit potential (CXP) m/z 489>113 -5V
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 fur
seltene Analyten von Peters et al. [101] validiert. Dabei wurden Selektivitdt, Linearitdt,
Wiederholungsprazision (intraday precision), Laborprazision (interday precision) und die
Ausbeute der Extraktion untersucht. Ferner wurden die Nachweis-, Erfassungs- und
Bestimmungsgrenzen nach den Vorschriften der DIN 32645 berechnet. Daflir wurde eine
Siebenpunkt-Kalibrierung im gewinschten Konzentrationsbereich von 0 — 10 ng/mL
THCglu in Urin durchgefiihrt. 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 flir Cannabinoide
in Urin, wurden 337 Urin- und dazugehdrige Serumproben in Routineverkehrskontrollen
gesammelt und auf THC und dessen Metabolite getestet [81]. Diese Studie erfolgte in
Zusammenarbeit zwischen Polizeirevieren Baden-Wirttembergs und dem Institut fir
Rechtsmedizin und Verkehrsmedizin der Universitat Heidelberg.

Aus den insgesamt 337 Urinen wurden nur die Proben fiir eine zusatzliche Bestimmung
auf THCglu ausgewahlt, welche in den dazugehoérigen Serumproben einen THC-Gehalt
von 0 - 5 ng/mL aufzeigten. Dieser Bereich ist besonders im Hinblick auf eine mdgliche
Unterscheidung von frischem zu weiter zuriickliegendem Konsum bedeutsam. Insgesamt

lagen 211 Urinproben in diesem Konzentrationsbereich.
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Der THCglu-Gehalt wurde mittels der beschriebenen LC/MS/MS-Methode gemessen,
wobei zu diesem Zeitpunkt noch kein interner Standard THCglu-D; vorhanden war. Somit
wurden die Messungen ausschlieBlich mit externer Kalibrierung des natilrlichen Standards
THCglu durchgefiihrt.

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 anndhernd vollstandig
verladuft [26, 90]. Die dazu verwendete 12 M Kaliumhydroxidldsung wurde aus

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

Analytische Aufarbeitung

Fir die analytische Aufarbeitung wurde 1 mL Urin zundchst mit internem Standard von
CTHC-D3 und 200 pL 12 M Kaliumhydroxidldsung versetzt, gevortext und anschlieBend
15 min bei einer Temperatur von 60 °C gehalten. Nach Ablauf der Spaltung wurde die
Probe auf Raumtemperatur abgekihlt und mittels konzentrierter Essigsdure auf einen
pH-Wert von 4-5 gebracht. Es folgte eine Flissig-Flissig-Extraktion durch Zugabe von
2 mL eines n-Hexan/Ethlyacetat-Gemisch (Volumenverhaltnis 9:1) und 10 min Schiitteln
der Ldsung. Nach 10 min Zentrifugation bei 4300*g wurde der Uberstand abgenommen,
in ein GC-Gléschen Uberfihrt und unter einem leichten N,-Strom bei 40 °C bis zur
Trockene eingeengt. Die nachfolgende Derivatisierung erfolgte durch Zugabe von 20 L
BSTFA und wurde innerhalb von 30 min bei einer Temperatur von 60 °C realisiert.
AbschlieBend wurde die Probe in ein Mikrovial Uberfiihrt 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 uL der
aufbereiteten Probe. Die chromatographische Auftrennung wurde auf einer Saule
CP-SII5CB (12,5mx0,25mmID; df=0,4pum) der Firma Varian (Darmstadt,
Deutschland) realisiert. Flir das Temperaturprogramm betrug die Anfangstemperatur

160 °C, die zunachst eine Minute lang gehalten wurde. Danach erfolgte ein Aufheizen des
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GC-Ofens bis 320 °C mit 20 °C/min. Die Hochsttemperatur wurde anschlieBend noch
vier Minuten lang gehalten, um ein vollsténdiges Ausheizen der Saule zu gewahrleisten.
Die quantitative Analyse von CTHC erfolgte im Modus single ion monitoring (SIM), wobei
fur CTHC (m/z = 371; 473; 488 amu) und flir CTHC-D; (m/z = 374; 476; 491 amu) drei
charakteristische Massen fir die Detektion ausgewahlt wurden. Die Quantifizierung wurde
mit Hilfe einer Siebenpunkt-Kalibrierung anhand der Flachen der Ionen (m/z = 371 und
374 amu) durchgefihrt.

3.2.7. Messung von Creatinin in Urin

Creatinin ist ein harnpflichtiges Stoffwechselprodukt, dessen Ausscheidungsrate von der
Muskelmasse abhangt. Der Creatiningehalt in Urin gilt als MaB fur die Konzentration des
jeweiligen Urins. Der physiologische Bereich liegt flr Frauen bei einem Creatiningehalt
von 65-189 pmol/L und flir Manner bei 77-217pumol/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 flir Rechtsmedizin und Verkehrsmedizin der
Universitat Heidelberg. Die Analyse wurde nach der Jaffé-Reaktion an einem Hitachi 911
Automatic-Analyser der Firma Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt.
Fir die Analyse wurden die Reagenzien (25 mM Pikrinsaure und 0,2 M Natronlauge) und
die Kalibrierlosungen ebenfalls von der Firma Roche Diagnostics bezogen. Die Jaffé-
Methode basiert auf einer photometrischen Bestimmung eines orange-roten

Farbkomplexes, der von Creatinin und der Pikrinsdure in alkalischer Losung gebildet wird.
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4. Ergebnisse und Auswertung

In diesem Kapitel sind zunachst die Ergebnisse der Primdarmethode flr 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 Prifung von THCglu als Marker in Urin flr 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. Primarmethode fiir 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:

KD =po * [1 —2,42825 *10* K (¢- 20 °C) — 4,37928*10° K2 (¢— 20 °C)?],
wobei p, =1022,539 kg/m? betragt.

Die Dichte des verwendeten Kontrollserums wird in einem Temperaturbereich zwischen

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

KD =po * [1 —2,36954 ¥10™* K (¢- 20 °C) — 5,99627*10° K2 (¢— 20 °C)?],
wobei p, =1022,030 kg/m? betragt.

Die Messergebnisse gelten fir einen Druck von 1013,25 mbar, flr den Zeitpunkt der
Messung und fir die angelieferte Fllissigkeitsprobe.

Fir beide Ergebnisse wurde die erweiterte Messunsicherheit mit (ks =0,050 kg/m’
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 ErgebnisgréBe in einem Werteintervall
einer Wahrscheinlichkeit von 95 % und wird als (ks bezeichnet.
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4.1.2. Reinheitsuntersuchung von THC

Reinheitsuntersuchung von THC mittels der direkten Methode gNMR

Das 'H-NMR-Spektrum der gemessenen Probe ist in Abb. 4-1 dargestellt, wobei die
jeweiligen Integrationsbereiche unterhalb des Spektrums angegeben sind. Eine
vergroBerte Darstellung des NMR-Spektrums im Bereich von 6,6 ppm bis 6,1 ppm zeigt
auBerdem die Integration der Verunreinigungen. Die Kalibrierung des Spektrums erfolgte

anhand des CDCls-Signals bei 7,26 ppm.
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Abb. 4-1 'H-NMR Spektrum von THC und DMT in CDCI; bei 400 MHz

Der verwendete interne Standard DMT weist im 'H-NMR-Spektrum zwei Resonanzlinien
auf. Das eine Signal erscheint im Spektrum bei 3,9 ppm und ist den sechs chemisch
aquivalenten H-Atomen der beiden CHs-Gruppen zugeordnet. Das zweite Signal liegt bei
8,1 ppm und bezieht sich auf die vier

aromatischen Protonen des DMTs, welche o) lo)

ebenfalls chemisch aquivalent vorliegen. Die
Strukturformel des DMTs ist in der Abb. 4-2
dargestellt, in der die sechs Protonen beider
CH5-Gruppen blau und die vier aromatischen Abb. 4-2  Strukturformel von DMT

H;C—O 0—CH;

Protonen orange markiert sind.
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Das THC zeigt im 'H-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 zurlickzufiihren ist. Allgemein ist

es ausreichend, ein Signal auszuwahlen,

11

um die Reinheit zu berechnen. In diesem
Fall wurden vier NMR-Signale des THCs
fur die Berechnung verwendet. Zunachst
erfolgte die Integration der Resonanzlinie
bei 3,2 ppm im Spektrum, welche dem

Proton H10a zugeordnet werden konnte.
AnschlieBend wurde ein Bereich zwischen
Abb. 4-3  Strukturformel von THC 6,5 - 6,0 ppm von drei NMR-Signalen ftir
die Integration zusammengefasst. Jedes
Signal ist auf ein einzelnes Proton des THCs zurlickzufiihren. 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 sorgfaltig integriert und vor der Berechnung der Reinheit von der Gesamtintegration
dieses Bereiches abgezogen wurden. Die zwei ausgewahlten Bereiche von THC wurden
jeweils mit beiden Resonanzsignalen des DMTs ins Verhaltnis 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 Signalintensitiaten

Signal THC Signal DMT  Nqu/Npwr  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—6,0ppm 3,9 ppm 3/6 0,982 3,459 97,43 %
6,5-6,0ppm 8,1 ppm 3/4 0,982 2,308 97,35 %

Bekannt sind sowohl die Molmassen von DMT und THC (Mowr=194,19 g/mol;
Mwc=314,472 g/mol) als auch die eingewogenen Massen beider Substanzen
(momr =32,052 mg; mruc =30,413 mg) der verwendeten Probe. Die Anzahl der jeweils
zugehorigen H-Atome (Abmt; Muc) und die Intensitaten der Signale (LHowmr; Fuc) sind in
Tab. 4-1 aufgefiihrt, woraus die Reinheit des Referenzmaterials mit Hilfe von Gleichung 1
(siehe Kapitel 3) vierfach berechnet wurde. Fiir den Mittelwert ergab sich eine Reinheit
von P=97,8 % mit einer dazugehoérigen Standardabweichung (STAW) von 0,47 %. Die
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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 betragt somit 0,24 %.

Flr das Verfahren der Reinheitsbestimmung mittels gNMR sind im Unsicherheitsbudget
generell die Unsicherheiten der Molmassen, der Einwaagen beider Substanzen, der
Intensitatsverhaltnisse (Integration) sowie der Reinheitsgrad des internen Standards zu
berticksichtigen.

Die Standardunsicherheit der Molmasse v (M;) setzt sich aus den Unsicherheiten der
Atommasse der Elemente Kohlenstoff (C), Wasserstoff (H) und Sauerstoff (O) gemaB der
Summenformel zusammen. In Tab. 4-2 sind diese Unsicherheitsbetrage aufgefiihrt, die
auf Angaben der International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) zuriickgehen
[62]. Fur die Unsicherheit der Molmassen ergibt sich mit Hilfe der Gleichung 2 ein Betrag
von U (Mryc) =0,017 fir THC und v (Momr)=0,0081 flir DMT.

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

Element Atommasse in g/mol  Unsicherheit in g/mol  THC(C;;H300,) DMT(C;oH1904)

H 1,00794 + 0,00007 0,0021 0,0007
C 12,0107 + 0,0008 0,0168 0,008
0] 15,9994 + 0,0003 0,0006 0,0012

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

Dieser Anteil ergibt sich aus der Unsicherheit der verwendeten analytischen Waage MC5,
die laut Kalibrierungszertifikat mit (s =0,0020 mg * 1,36*10™ * 7 angegeben ist, wobei J
der Nettoanzeige entspricht. Durch Einsetzen der jeweiligen Einwaagen
(momr =32,052 mg; mc=30,413 mg) in die Gleichung ergibt sich sowohl flir THC als
auch fuir DMT ein Beitrag zur Unsicherheit von 0,01 %.

Die letzte EinflussgréBe der gesamten Unsicherheitsbetrachtung stellt die Reinheit des
internen Standards DMT dar, die aus der Zertifizierungsurkunde entnommen wurde.

Das Unsicherheitsbudget ist in Tab. 4-3 aufgefiihrt. Es zeigte sich, dass die Integration
der NMR-Signale den gréBten Einfluss auf die Gesamtunsicherheit hat, gefolgt von der
Reinheit des internen Standards. Die Molmassen und die Einwaagen hingegen zeigten fast

vernachlassigbare Beitrage zur Gesamtunsicherheit der Reinheitsbestimmung.
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Tab. 4-3 EinflussgroBen der Unsicherheit fiir die Reinheitsbestimmung mittels qNMR

GréBe 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 « =0,28 %. Der Erweiterungsfaktor k =2 flihrte zu einer relativen,
erweiterten Unsicherheit von Uys =0,6 %.

Die Reinheit P (Purity) des Referenzmaterials wurde mittels gNMR mit Pryc =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. Zusatzlich zeigt der vergroBerte Bereich die Peak-Integrationen der

organischen Verunreinigungen.
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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 vollstandig bis auf die Basislinie vom THC-
Peak getrennt im Chromatogramm auftreten. Diese Tatsache erschwerte die korrekte
Auswertung der Integration. Fir 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
vernachldssigt, was zu einer geringeren Abschdtzung der Reinheit flhrt. Zum anderen
sind auch die Verunreinigungen nicht bis auf die Basislinie integriert, was zu einer
hoheren Abschatzung der Reinheit fiihrt.

Bei sich Uberlagernden Signalen dirfte es grundséatzlich nur schwer gelingen, die
tatsachliche Reinheit zu ermitteln.

Die Ergebnisse der Reinheitsbestimmung von THC mittels GC/FID-Messungen sind fiir die
funf untersuchten Lésungen der jeweiligen Konzentration von 1 mg/mL THC in Methanol
in der nachstehenden Tab. 4-4 aufgeflihrt. Die ebenfalls aufgelisteten Mittelwerte (MW)
sowie die dazugehdrige Standardabweichung (SD) berechneten sich aus der vierfachen

Messung jeder Losung.

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

Ldsung Messung 1 Messung 2 Messung 3 Messung4 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 % fir die
Reinheit von THC bestimmt werden mit einer dazugehérigen 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, geprift 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 Losungen, bestehend aus jeweils vier Einzelwerten. Die

Wiederholungsprézision s’ einer Losung wurde nach folgender Gleichung berechnet.
Slsg = — ZS = E_ Z(Xij - Xi) (11)
m m . n-1 j=1

In der Formel entspricht m der Anzahl der Lésungen und n der Anzahl der wiederholten
Messungen pro Losung. Durch Einsetzen der Messergebnisse ergab sich eine
Wiederholungsprazision von sz|sg = 0,3155 als Varianz der einzelnen Losung.

Die Laborprazision stellt eine Kombination der Streuungen unter
Wiederholungsbedingungen und den durch die Variation zwischen den Ldsungen
verursachten Effekten dar. Daftir ist zunachst die Bestimmung der Varianz des Gruppen-

Mittels s’ erforderlich, welches sich wie folgt berechnet.
1 & - -
S’em = —— Xi — X)? 12
= ) (12

Die Varianz des Gruppenmittels spiegelt die Varianz der Inhomogenitat und Praparation
der Lésungen wider und betrug s’ew = 0,4829. Fiir die Laborprizision geht sowohl das
berechnete Gruppenmittel als auch die Varianz der einzelnen Lésung ein. Sie entspricht
gleichzeitig der abgeschétzten Messunsicherheit u? und wurde nach der folgenden Formel
berechnet:

Szlsg

n

U2 = Szzw = SZGM -

(13)

Es wurde eine Messunsicherheit u?> =0,7196 bzw. u =0,8483 ermittelt. Daraus konnte mit
dem Erweiterungsfaktor k =2 die relative, erweiterte Messunsicherheit von Uy =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 Naherung der Anzahl der Kohlenstoffatome proportional. Abhdngig von
der Molekilstruktur 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
ahnliche Struktur wie THC aufweisen. Die Herstellung des reinen THCs basiert auf einer

Extraktion aus der Cannabispflanze. Demzufolge kdnnte es sich bei den Verunreinigungen
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um andere Cannabinoide handeln, welche nicht vollstdndig von THC abgetrennt werden
konnten. Diese Vermutung wurde zusdtzlich durch die dhnlichen Retentionszeiten der
Nebenbestandteile bestarkt. Die realen Responsefaktoren kénnen allerdings nur ermittelt
werden, wenn eine eindeutige Identifizierung der Verunreinigungen gelingt und eine
Kalibrierung zur Konzentrationsbestimmung durchgefiihrt wird. Drei Cannabinoide, welche
kauflich erworben werden konnten, wurden als mdgliche 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
gepriften Substanzen erfolgen. Trotzdem sind diese als Nebenbestandteile nicht
auszuschlieBen, da die Retentionszeit von der injizierten Konzentration abhangig sein
kann. Fir keine der sechs detektierten Verunreinigungen konnte somit der reale
Responsefaktor ermittelt werden, sodass er mit 1,0 angenommen wurde.

Gepriift wurde weiterhin, ob sich die ermittelte Reinheit im Fall von Verdliinnungen der
eingesetzten Ldsungen verandert. Zu diesem Zweck wurden zusatzlich Verdinnungen
einer Lésung gemessen (1:2 und 1:5). Eine Anderung des ermittelten THC-Anteils wurde

nicht festgestellt. Die Ergebnisse wurden somit bestatigt.

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. Fir alle
anderen Elemente wurden anhand des Blindwertes der 0,15 M Salpetersaure Grenzwerte
berechnet und addiert. Insgesamt ergab sich fiir 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

GroBe Wert Standard- . Freiheitsgrad Unsicherheits- 10y
messunsicherheit beitrag

Wimp,_ig 45.4 ng/g 11.0 ng/g 50 67010 g/g 99.1 %

MtHe 30.000000g  800-10°g 50 73:10° g/g 0.0 %

Mpig 0.04940 g 1.13:103% g

m. 115.808600 g  800-10°g 50 -45-10°° g/g 0.4 %

m; 115.759200 g  800-10° g 50 45-10° g/g 0.4 %

Wimp T  2.76°107 g/g 50 671-10° g/g

Die in der Tabelle aufgefiihrte GroBe mpg (Masse vom Aufschluss) berechnete sich aus
der Differenz der Masse des MikrowellengefaBes einschlieBlich der Masse von THC (m,)
und der Leermasse des MikrowellengefdaBes (m;). Aus der Tabelle wird ersichtlich, dass
die ICP-MS-Messung fast den vollstandigen Unsicherheitsbeitrag ausmacht. Die
Einwaagen der MikrowellengefaBe sowie die Einwaage des THCs sind vernachlassigbar.
Der ermittelte Massenanteil der Verunreinigungen betrug laut GUM Wiy, e =0,0276 g/g.
Die Standardmessunsicherheit «=0,000671 flhrte durch Multiplikation mit dem

Erweiterungsfaktor k =2 zur erweiterten Messunsicherheit von Us =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.
Zusatzlich ging der vom Hersteller angegebene Wasseranteil (0,23 %) als Verunreinigung
mit ein. Flr 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 - Wimp_t20 - W

imp _inorg 14
GC/FID 100 ( )

I:)THC

Die Anteile der Verunreinigungen von Wasser und anorganischen Bestandteilen wurden
somit zunachst von 100 subtrahiert, anschlieBend auf 100 % bezogen und schlieBlich mit

der ermittelten Reinheit der GC/FID-Messung multipliziert.

Daraus resultierte fiir die Reinheit des Referenzmaterials Awc =(97,3 £1,7) %.
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Die Unsicherheit besteht demnach ausschlieBlich aus dem Beitrag der GC/FID-Messung.
Im Gegensatz dazu sind die Unsicherheiten der ICP-MS-Messung und des Wassergehaltes
vernachlassigbar. Alle Unsicherheitsbeitrédge sind der Tab. 4-6 zu entnehmen.

Tab. 4-6 Unsicherheitsbudget der Reinheitsberechnung mittels indirekter Methode

Standardmess- Unsicherheits-

GroBe Wert unsicherheit Freiheitsgrad beitrag Index
Pscirp 97.500 0.850 50 0.85 100.0 %
Wimp o 0.23000 5.77°10° ) -5.6107 0.0 %
Winp_inorg ~ 2.800°107 650°10°° 50 -630:10°° 0.0 %
Pruc 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
gegenlibergestellt. Beide Ergebnisse lagen innerhalb ihrer Unsicherheitsintervalle (als rote
Balken markiert) in einem sich tiberschneidenden Bereich und bestatigten auBerdem den
vom Hersteller angegebenen Wert von 98,3 %. Eine groBere Unsicherheit zeigte die

indirekte Methode gegeniiber der direkten gNMR-Bestimmung.

100
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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 Mdglichkeit ergibt sich aus der kombinierten Reinheit beider Methoden. Dafr
wird der Mittelwert des indirekten und direkten Verfahrens gebildet.

Die Mittelwert der Reinheit betragt in diesem Fall Ay =97,5 %. Die dazugehdrige relative
Unsicherheit berechnet sich nach Gleichung und betragt (s =0,9 %. In den meisten
Fallen wird jedoch das Ergebnis der Reinheitsbestimmung einer Methode bevorzugt und
das zweite Verfahren gilt eher als eine zusatzliche Bestatigung.

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 Linearitdt, Berechnung der
analytischen Grenzwerte der Methode (LOD, LLOQ, LOQ), Wiederholungsprazision,

Laborprazision 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 unabhangige Variable
und der daflir erhaltene Messwert die abhangige Variable dar. Die am haufigsten
eingesetzte lineare Regression geht davon aus, dass der Zusammenhang beider Variablen
durch eine Gerade beschrieben werden kann.

Zur Untersuchung der Linearitdt der THC-Bestimmung wurde an sechs unterschiedlichen
Tagen jeweils eine Achtpunkt-Kalibrierung im gewiinschten Konzentrationsbereich von
THC in Serum durchgefiihrt. 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-D;. 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:y = ax +b.

Der Zusammenhang zwischen den x-Werten (dotierte Konzentration von THC) und den
ermittelten Messwerten y (Peakfldche THC im Verhaltnis zur Peakflache THC-Ds) fihrt zu
einer Ausgleichsgeraden. Dabei entspricht a der Steigung der Geraden und b dem
Ordinatenabschnitt. Der Anstieg a der jeweiligen Geradengleichung lasst sich aus den

sogenannten Quadratsummen berechnen:

Qxy
= 15
a Q.. (15)

Die Steigung der Kalibriergeraden stellt ein MaB fiir die Empfindlichkeit des Verfahrens

dar.

Der Ordinatenabschnitt ergibt sich aus dem arithmetischen Mittel der
Analytkonzentrationen der Kalibrierproben und des arithmetischen Mittels der Messwerte:
b=y-ax.

Die Prazision der linearen Regression wird durch die sogenannte Reststandardabweichung
s, ausgedruckt. Darunter wird ein MaB flr die Streuung der Messwerte vy; in y-Richtung

um die Gerade verstanden.

STy -mx,+b)]* [, - %”
s = i=1 — XX

Y N-2 N-2

(16)
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Im Idealfall liegen alle Wertepaare genau auf der Geraden und die
Reststandardabweichung betragt 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 s, jeweils flr die Gerade der
Target-Ionen und der Qualifier-Ionen angegeben.

Tab. 4-7 Ermittelte Kennwerte der linearen Regression fiir 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 Linearitdt durch Anwendung des F-Tests (Mandeltest) bestatigt.
Dabei wird gepriift, 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 Durchfithrung der Kalibrierung und Uberpriifung der Linearitit fand in dieser Arbeit
nur zum Zweck der Bestimmung der analytischen Grenzwerte der verwendeten Methode
statt. Fir 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 betragt 50 % (nach DIN 32645).

Die Erfassungsgrenze LLOQ (lower Ilimit 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].

Fir 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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S
LOD = —

o 1, x° 5, *tg |1 (k+LOD X)?
b N Q,

und LOQ = kT N Q.
Hierbei entspricht t;, 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 t;; verwendet, was dem entsprechenden
Wert der zweiseitigen t-Tabelle zugeordnet ist. Zusatzlich 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

aufgeflihrt, welche auf die GC-Saule injiziert wurde.

Tab. 4-8 Analytische Grenzwerte der GC/MS-Methode

Konzentration von THC in Serum Absolutmenge an THC auf der GC-Saule
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 Prazision und durch die Richtigkeit
beschrieben.

Fir die Bestimmung der Wiederholungsprazision (intraday precision) und der
Laborprazision (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 dazugehdrige Standardabweichung (SD) aufgelistet.



Ergebnisse und Auswertung

Seite 62

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 dazugehorigen Standardabweichung

Tag 1

1,0507
1,1260
1,0743
1,0655
1,0761
1,1671

MW  1,0933
SD 0,0442

Tag 2

1,1083
1,0249
1,0396
1,0903
1,0488
1,0744

1,0644
0,0320

Tag 3

1,0614
1,0746
1,0441
1,0821
1,0607
1,0378

1,0601
0,0170

Tag 4

1,0791
1,0754
1,1375
1,0898
1,0711
1,0847

1,0896
0,0244

Tag 5

1,0901
1,0703
1,0651
1,0871
1,0836
1,0691

1,0775
0,0106

Tag 6

1,0542
1,0709
1,0041
1,0291
1,0710
1,1309

1,0600
0,0433

Der Gesamtmittelwert ergab eine Konzentration von 1,075 ng/mL mit dazugehériger

Standardabweichung von 3 %.

Analog dazu sind in Tab. 4-10 die Messwerte der Genauigkeitsuntersuchung fir das

hohere Konzentrationsniveau aufgelistet.

Tab. 4-10 Darstellung der Messwerte der 6-fachen Bestimmung des hoheren

Konzentrationsniveaus (2,4 ng/mL THC

in Serum) an sechs Tagen sowie der

Tagesmittelwerte und der dazugehorigen Standardabweichung

Tag 1

2,3837
2,4879
2,3738
2,4607
2,5258
2,3436

MW  2,4292
SD 0,0724

Tag 2

2,4237
2,4357
2,4779
2,4576
2,4306
2,3217

2,4245
0,0542

Tag 3

2,3665
2,3254
2,3438
2,3605
2,3067
2,2905

2,3323
0,0302

Tag 4

2,3347
2,3649
2,3633
2,3172
2,3184
2,3668

2,3442
0,0236

Tag 5

2,3668
2,3782
2,4004
2,382

2,3166
2,3586

2,3671
0,0285

Tag 6

2,4001
2,3912
2,421

2,4906
2,3711
2,3788

2,4103
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 dazugehorigen Standardabweichung von 2,4 %.

Zur Berechnung der Wiederholungsprazision und Laborprazision 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
Wiederholungsprazision (intraday) 2,9 % 1,9 %
Laborprazision (interday) 3,0% 2,5 %

Abweichung vom Sollwert (Bias) 0,6 % -

Die ermittelte Wiederholungsprazision betrug bezogen auf das niedrigere und das hdhere
Konzentrationslevel 2,9 % bzw. 1,9 %, die Laborprazision hingegen 3,0 % bzw. 2,5 %
(siehe Tab. 4-11). Es zeigte sich bei der héheren Konzentration von THC in Serum eine
etwas hohere 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. Flir das hdéhere Konzentrationsniveau wurde
keine Abweichung vom Sollwert berechnet, da das vorgegebene Intervall flr diese
Untersuchung deutlich zu groB 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 durchgefiihrten 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-D;) 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-D;) bei einer Konzentration von 1 ng/mL THC in Serum

Extraktionsausbeute

Um die Extraktionsausbeute ermitteln zu kdnnen, kam es zur Aufbereitung von zwei
Serumproben. Eine Probe wurde vor der Flissig-Fliissig-Extraktion sowohl mit THC als
auch mit internem Standard THC-Ds dotiert. Wahrenddessen wurde die zweite Probe vor
der Extraktion nur mit THC dotiert, erst nach Ablauf der Extraktion folgte die Zugabe des
internen Standards THC-Ds. Zur Bestimmung der absoluten Ausbeute des Verfahrens
diente ein Vergleich der Signalintensitaten der GC/MS-Messung beider Proben. Die
beschriebene Prozedur wurde flr die untersuchten Konzentrationen von THC in Serum
(1 ng/mL und 2,4ng/mL) durch Dotierung von Leerserum durchgefiihrt. Die

Extraktionseffizienz konnte in beiden Fallen mit 65 %iger Ausbeute gefunden werden.

4.1.4. Betrachtung des Unsicherheitsbudgets

Zur Betrachtung des gesamten Unsicherheitsbudgets der untersuchten THC-Messungen in
Serum, wurden zundchst die Eingangs- bzw. EinflussgroBen in Typ A und B

unterschieden.

Die Unsicherheit der GC/MS-Messung stellt eine EinflussgréBe von Typ A dar, da sie Uber
statistische Beobachtungen ermittelt wurde. Um die Standardunsicherheit der
Wiederholbarkeit der Messung abzuschatzen, wurden die sechs Mittelwerte der einzelnen
Tage betrachtet.
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Nachstehend sind in Tab. 4-12 die ermittelten Masseanteile wrhc ep beider
Konzentrationen aufgefiihrt. 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 EinflussgréBen in die Gesamtunsicherheit der THC-Messungen
ein. Diese sind allerdings dem Typ B zugeordnet, da hierbei die Ergebnisse aus friiheren
Messungen mit der ermittelten Unsicherheit eingesetzt werden. Mdglich ware auch, alle
Ergebnisse, die ebenfalls durch statistische Beobachtungen entstanden sind, als Typ A in
die GUM-workbench einflieBen zu lassen. Dabei muissten jedoch alle Beobachtungen
einzeln aufgeflihrt werden, was letztendlich zum gleichen Ergebnis fiihrt.
Abgesehen von der GC/MS-Messung selbst wurden die folgenden drei EinflussgréBen von
Typ B betrachtet:

e die Bestimmung der Dichte

e die Ermittlung der Reinheit des Referenzmaterials THC

e die Einwaage von THC zur Herstellung der Stammlésung

In der folgenden Tab. 4-13 sind die Werte der jeweiligen GroBen 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 EinflussgroBen von Typ B auf das Unsicherheitsbudget fiir die THC-

Bestimmung

EinflussgroBe 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 aufgeftihrt. Flir das Kontrollserum wurde der Wert entsprechend
geandert. Die Dichtebestimmung beider Serumproben zeigte dieselbe erweiterte
Messunsicherheit.

Der Wert der Reinheit von THC wurde flir die Bestimmung mittels gNMR angegeben und
andert sich entsprechend, wenn die ermittelte Reinheit der indirekten Methode verwendet
wird.

Die auftretende Unsicherheit der Wagung wurde anhand des Kalibrierscheines der
Mikrowaage MC5 Dberechnet. Laut Kalibrierschein vom 17.08.2006 wird die
Gesamtunsicherheit der Waage mit Hilfe der Gleichung (s =0,0020 mg * 1,36%10™*
beschrieben.

Fir die Herstellung der Stammldsungen wurde jeweils etwa 1 mg der Reinsubstanz
eingewogen. Durch Einsetzen in die Gleichung erhielt man eine erweiterte Unsicherheit
Uss =0,0020136 mg (0,20136 %).

Das gesamte Unsicherheitsbudget flir die THC-Messungen in Serum wurde fir das
Konzentrationsniveau von 1,069 ng/mL nachfolgend in der Tab. 4-14 zusammengestellt.
Dabei wurde flir 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 fiir die THC-Messung der niedrigeren Konzentration

GroBe Wert ﬁ;ctaasnssr:(sji-cherheit Freiheitsgrad tlgiiircagerheits- Index
WTHC_exp 1.05103 ng/g 5.94:10° ng/g 5 6.1°10% ng/mL  76.1 %
Pserum 1.022539 g/mL  25.0°10° g/mL 50 26:10% ng/mL 0.0 %
Pric 1.00000 g/g 3.0010° g/g 50 3.2°10% ng/mL  21.4 %
Kw 1.00000 1 1.01-10° 1 50 1.1:10% ng/mL 2.4 %
Bre 1.075 ng/mL 8 0.007 ng/mL

Flir das Konzentrationsniveau von 1,069 ng/mL THC in Serum betrug die kombinierte
Standardmessunsicherheit ¢ =0,007 ng/mL. Daraus konnte die erweiterte Unsicherheit
von Uss =1,5 % berechnet werden, wobei ein Erweiterungsfaktor k =2,4 (entsprechend
der Freiheitsgrade f=8) zu einer THC-Massenkonzentration von S =
(1,075 £ 0,007) ng/mL flhrte. 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 fiir die THC-Messungen in Serum fiir das

Konzentrationsniveau von 2, 437 ng/mL in der Tab. 4-15 zusammengestellt.

Tab. 4-15 Standardunsicherheit fiir die THC-Messung der hoheren Konzentration

) Standard- o Unsicherheits-

GroBe Wert Freiheitsgrad Index
messunsicherheit beitrag

WTHC exp 2.3846 ng/g 0.0172 ng/g 5 0.018 ng/mL 83.9 %
Pserum 1.022030 g/mL  25.0°10° g/mL 50 60°10°% ng/mL 0.0 %
Pric 1.00000 g/g 3.0010° g/g 50 7.3'10% ng/mL 145 %
Kw 1.00000 1 1.01-103 1 50 2,510 ng/mL 1.6 %
Bruc 2.437 ng/mL 7 0.019 ng/mL

Fir das hohere Konzentrationsniveau wurde eine kombinierte Unsicherheit von
t =0,019 ng/mL mit Hilfe der GUM-workbench berechnet. Bezogen auf einen
Erweiterungsfaktor k =2,4 ergab sich eine relative erweiterte Unsicherheit von
Uss =1,9 %. Dies fuhrt Zu einer THC-Massenkonzentration von
LGric =(2,437 £ 0,047) ng/mL.

Die Konzentrationsbestimmung des Kontrollserums zeigte somit eine etwas hdhere

relative Messunsicherheit als das dotierte Leerserum mit geringerer THC-Konzentration.
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Aufgrund der starkeren Streuung der Tagesmittelwerte betrug der Unsicherheitsbeitrag
der GC/MS-Messung 84 %. In beiden Fallen stellte die Bestimmung der Massenanteile von
THC in Serum den gréBten Unsicherheitsbeitrag dar. Betrachtet man jedoch die mittels
indirekter Methode bestimmte Reinheit von THC, erhdht sich die Gesamtunsicherheit und
wirde zu relativen Standardunsicherheiten von 2,1 % bzw. 2,4 % (entsprechend fir
dotiertes Leerserum und Kontrollserum) flihren. Der Beitrag der Reinheitsbestimmung
wirde damit Uber 50 % des gesamten Unsicherheitsbudgets entsprechen. Die
Betrachtung der Standardunsicherheit mit dem Ergebnis der gqNMR-Reinheitsbestimmung
stellt folglich ein Optimum dar.

Ferner wurde geprift, ob die Herstellung von Arbeitsldsungen einen weiteren
Unsicherheitsbeitrag liefert. Dazu wurde die geringste Einwaage der Verdiinnungsschritte
betrachtet, die allerdings keinen Einfluss auf das Unsicherheitsbudget zeigte. Die
Unsicherheit der Verdinnungsschritte ist somit im Vergleich zu den anderen
EinflussgréoBen vernachlassigbar.

Zusatzlich muss in einigen Fallen eine Auftriebskorrektur bei der Einwaage betrachtet
werden [110]. Laut Herstellerangabe besitzt das reine THC eine Dichte von ungefahr
1 g/mL [122], sodass auf eine Berechnung der Auftriebskorrektur verzichtet werden
konnte. Die Korrektur ist nur fiir Substanzen oder Fliissigkeiten von Bedeutung, bei denen

die Dichte weit unterhalb von 1 g/mL liegt.
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4.2. Priifung von THCglu in Urin als Marker fiir THC in Serum

4.2.1. Herstellung des internen Standards THCglu-Ds

Die Herstellung eines internen Standards von THCglu-Ds; wurde auf enzymatischem Weg
aus THC-D; mit Hilfe des Enzyms UGT2B7 in vitro realisiert. Damit wurde die
Voraussetzung fir die Anwendung einer Isotopenverdiinnungsanalyse geschaffen.

Die Ausbeute an dem gewiinschten Produkt war in den /n vitro -Versuchen allerdings sehr
gering (etwa 5 %), obwohl das Substrat THC-D; im Uberschuss eingesetzt wurde.
Mdglicherweise ist ein anderes UGT-Enzym substratspezifischer fiir THC als das
verwendete UGT2B7 und wiirde deshalb zu einer besseren Umsetzung flihren. Die
phenolische OH-Gruppe des THC-Molekiils kénnte jedoch auch sterisch gehindert sein,
was eine Kopplung eines weiteren Molekiils allgemein erschwert. Dafiir spricht ebenfalls,
dass THCglu generell ein Nebenmetabolit des THCs ist, wahrend die Bildung von CTHCglu
und 11-OH-THC-Glucuronid (11-OH-THCglu) bevorzugt stattfindet.

Somit erhdlt man den internen Standard THCglu-D; nach der chromatographischen
Auftrennung ausschlieBlich in Lésung und sehr verdinnt (1 ng/uL).

4.2.2. Validierung der LC/MS/MS-Methode

Zunachst wurde fir die THCglu-Messungen ein neues LC/MS/MS-Verfahren entwickelt. Die
Validierung erfolgte in Anlehnung an die Richtlinien fiir seltene Analyte nach Peters et al.
[101, 102] und ist nachfolgend in die untersuchten Parameter Selektivitat, Linearitdt,
analytische Grenzwerte, Genauigkeit sowie die Ausbeute der angewandten Fllssig-Fliissig-
Extraktion unterteilt. Die statistischen Grundlagen fir die Auswertung wurden bereits bei
der Validierung der THC-Methode erldutert und gelten analog.

Selektivitat

Um die Selektivitdt der entwickelten Methode zu testen, wurden zum einen sechs
Leerurine auf Stdrsubstanzen untersucht und zum anderen zwei Leerurine mit internem
Standard dotiert und auf Querempfindlichkeiten gepriift. Bei beiden Untersuchungen
konnten keine Stérungen flir THCglu feststellt werden.

Linearitat

Fir die Untersuchung der Linearitat wurde an sechs unterschiedlichen Tagen eine
Siebenpunkt-Kalibrierung flir die Messung von THCglu in Urin unter Doppelbestimmung
durchgeflihrt. Daflir 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 auBerdem 10 ng/mL interner Standard
zugefiligt. 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 Linearitat 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-

Saule injiziert wurde.

Tab. 4-16 Analytische Grenzwerte der LC/MS/MS-Methode

Konzentration von THCglu in Urin Absolutmenge an THCglu auf der LC-Saule
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 Prazisions- und Richtigkeitsanalysen
untersucht. Es wurden die Wiederholungs- und Laborprazision fiir drei unterschiedliche

Konzentrationen (niedrig - 1 ng/mL, mittel - 3 ng/mL und hoch - 7 ng/mL) von THCglu in



Ergebnisse und Auswertung Seite 71

Urin untersucht. Daflr wurde der Leerurin entsprechend dotiert und jedes
Konzentrationsniveau an drei Tagen jeweils dreifach bestimmt.

Die Wiederholungsprazision (intraday precision) variierte von 0,8 % bis 2,1 %, wahrend
die Laborprazision, abhangig 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 Fédllen lag der ermittelte Bias jeweils unter den
vorgeschriebenen * 15 %. Die drei untersuchten Konzentrationen wiesen jeweils einen
negativen Bias auf, sodass es sich mdglicherweise um einen systematischen Fehler
handelt. Dies ist moglicherweise auf die volumetrische Dotierung der Urinproben
zurlickzufiihren. In der Tab. 4-17 sind die Kennwerte flr die Genauigkeitsbestimmung der
entwickelten Methode aufgefiihrt.

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
Wiederholungsprazision in % 1,0 0,8 2,1
Laborprazision 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-Ds dotiert. Wahrend
die zweite Probe vor der Extraktion nur mit THCglu dotiert wurde und die Zugabe des
internen Standards THCglu-D; erst nach der Extraktion erfolgte. Zur Bestimmung der
absoluten Ausbeute des Verfahrens diente ein Vergleich der Signalintensitaten der
LC/MS/MS-Messung. Die beschriebene Prozedur wurde fir die drei untersuchten
Konzentrationen von THCglu in Urin durch Dotierung von Leerurin durchgefiihrt. 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-D; zur Verfligung stand. Die
Bestimmung der jeweiligen Konzentration fand daher mittels externer Kalibrierung statt.
Um einen moglichst geringen Intensitatsverlust zu haben, wurde bei der Bestimmung der
Urinproben nur ein MRM-Ubergang (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 Peakflache 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-D;

Trotz externer Kalibrierung ohne internen Standard wurde eine relativ gute lineare
Regression erreicht (r =0,993). Die anhand der Regressionsgeraden berechneten
analytischen Grenzwerte ergaben flir die Nachweisgrenze eine Konzentration von
1,03 ng/mL und fir die Bestimmungsgrenze 3,65 ng/mL THCglu in Urin.

Der THCglu-Gehalt der 211 Urinproben wurde an mehreren Tagen bestimmt, wobei fiir
jeden Messtag eine neue Kalibrierung durchgefiihrt wurde. Fir einen GroBteil der
Urinproben konnte die jeweilige Konzentration mit Hilfe der Kalibrierung im Bereich von
0 -10 ng/mL THCglu in Urin bestimmt werden. In wenigen Fallen musste zusatzlich eine
Kalibrierung flir héhere THCglu-Konzentrationen (0 -100 ng/mL THCglu) durchgefiihrt

werden. Trotz des reproduzierbaren Einspritz-Systems des LC/MS-Gerates, muss davon
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ausgegangen werden, dass die Messergebnisse héheren Schwankungen unterliegen als es
bei der Verwendung eines internen Standards der Fall ware. Diese Schwankungen sind
auf die analytische Aufarbeitung der Proben (z. B. Extraktion) zurlickzufiihren.

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.
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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
auBerdem auf den Gesamtgehalt von CTHC (freies und als Glucuronid gebundenes CTHC)
nach Ablauf einer basischen Spaltung des CTHCglu untersucht. Zum Einsatz kam daftr
eine bereits ausfiihrlich beschriebene und am hiesigen Institut fiir 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. Gegeniiberstellung von THCglu in Urin zu THC in Serum

Zweck der Untersuchung war es festzustellen, ob THCglu mdglicherweise einen besseren

Marker in Urin flr 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 dhnliches 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.

Zunachst wurde geprift, 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 Flissigkeitszunahme der jeweiligen Person abhdngt, wird
Creatinin Ublicherweise (Crea) als MaB der Urinkonzentration genutzt [11, 43, 58]. Die
ermittelten THCglu-Konzentrationen wurden deshalb zundchst auf 100 mg/dL Creatinin
bezogen. AnschlieBend wurden die erhaltenen Werte den THC-Konzentrationen der
dazugehdrigen Serumproben gegeniibergestellt. Die THC-Serumskonzentrationen wurden
am Institut flir Rechtsmedizin und Verkehrsmedizin der Universitdt Heidelberg analysiert
und fir den Vergleich zur Verfiigung gestellt. Die nachfolgende Abb. 4-11 zeigt die
Gegentiberstellung von THC in Serum zu THCglu/Crea*100 in Urin.
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Abb. 4-11 Gegeniiberstellung 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
Falle, 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 fir die
bestimmten  CTHC-Konzentrationen festgestellt, sodass aus der gewahlten
Gegenuberstellung nicht hervorgeht, welche der beiden Substanzen den besseren
Urinmarker darstellt.

4.2.6. Vergleich von THCglu und CTHC als Urinmarker

Eine weitere Vergleichsmdglichkeit fir die Bewertung diagnostischer Marker bietet die
Receiver Operating Characteristic (ROC)-Analyse [5]. Diese Analyse ermdglicht die
Prifung der grundsatzlichen Eignung eines Testmarkers sowie die Ermittlung eines
optimalen Cut-Off-Wertes. Als Voraussetzung dafiir missen fur mdgliche Cut-Off-Werte
die Sensitivitat und Spezifitat der Markersubstanzen ermittelt werden.

Die Sensitivitat (Se) wird auch als die Richtigpositiv-Rate bezeichnet und spiegelt die
Anzahl an als richtig-positiv erkannten Ergebnissen gegeniiber den tatsachlich positiven
Ergebnissen wider. Die Spezifitat (Sp) hingegen wird auch als Richtignegativ-Rate
bezeichnet und gibt die Anzahl an richtig-negativ erkannten Ergebnissen im Verhaltnis zu
den tatsachlich negativen Ergebnissen an.

Alle in den Vergleich einflieBenden THCglu- und CTHC-Konzentrationen wurden mittels
beweissicheren Messmethoden bestimmt. Die tatsachlichen Ergebnisse sind somit alle
bekannt.

Das Entscheidungskriterium zwischen einem richtigen und einem falschen Ergebnis wurde
gemaB §24a StVG aufgestellt, d. h. der Marker soll in Urin anzeigen, dass die THC-
Konzentration in Serum mindestens 1 ng/mL betragt.

Somit wurde ein Ergebnis als richtig-positiv (rp) bezeichnet, wenn die Urinkonzentration
von THCglu bzw. CTHC gleich oder hoher als der angenommene Cut-Off-Wert lag und die
Serumkonzentration von THC > 1 ng/mL mittels GC/MS bestatigt 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 fiir falsch-
positive (fp) und falsch-negative (fn) Ergebnisse.

Fir den Vergleich der beiden Urinmarker wurden unterschiedliche Cut-Off-Werte fiir die
bestimmten Konzentrationen von THCglu und CTHC eingesetzt, um daraus jeweils die
zugehorige Sensitivitat und Spezifitat zu berechnen.

In den folgenden Tab. 4-18 und Tab. 4-19 sind die eingesetzten Cut-Off-Werte fiir THCglu
und CTHC den dazugehdrigen Werten von Sensitivitat, Spezifitdt, deren Summe sowie

dem Youden-Index (Y) gegeniibergestellt. Werden Sensitivitat und Spezifitat als
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gleichwertig betrachtet, kann die Summe der beiden Parameter oder der Youden-Index
kann als MaB 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 Sensitivitat und Spezifitat abzuglich von eins.

Tab. 4-18 Bestimmung der Parameter Sensitivitidt, Spezifitit, Youden-Index und
Richtigkeit fiir unterschiedliche Cut-Off-Werte der ermittelten THCglu-Konzentration in

Urinproben

Cut-Off-Werte THCglu Sensitivitat ~ Spezifitat 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 hoéchste Summe aus Sensitivitat und Spezifitat bzw. der hdochste Youden-Index wurde
im Fall der gewahlten Konzentrationen von THCglu bei einem Cut-Off-Wert von 2 ng/mL
erreicht. An diesem Punkt betragt die Richtigkeit 72,5 % und die Versagerquote
dementsprechend 27,5 %.
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Tab. 4-19 Bestimmung der Parameter Sensitivitidt, Spezifitit, Youden-Index und
Richtigkeit fiir unterschiedliche Cut-Off-Werte der ermittelten CTHC-Konzentration in
Urinproben

Cut-Off-Werte CTHC Sensitivitat ~ Spezifitat 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 gewahlten 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 dhnlichen
Youden-Index. Somit zeigte sich die bisher eingesetzte Markersubstanz CTHC geringfiigig
dem THCglu Uberlegen, allerdings bei einem hdheren Cut-Off-Wert als die in der Praxis
angewandte Konzentration von 50 ng/mL. Fir die Bestimmung des optimalen Cut-Off-
Werts mit Hilfe des Youden-Index wurden fir THCglu und CTHC weitere
Zwischenkonzentrationen gepriift, die jedoch zu keiner Anderung fiihrten.

Um die Testeffizienz global zu bewerten wird die ROC-Kurve bevorzugt. Dazu werden
Sensitivitat und 1 - Spezifitdt einander gegentibergestellt.

In der folgenden Abb. 4-12 sind die ROC-Kurven von THCglu und CTHC dargestellt.
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Sensivitat

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
1 - Spezifitat

Abb. 4-12 ROC-Kurven fiir THCglu (griin) und CTHC (rot) als Urinmarker fiir THC in
Serum

Ein Vergleich von Markersubstanzen mittels ROC-Kurve bietet sich vor allem dann an,
wenn die Sensitivitat und Spezifitat eines diagnostischer Tests als gleichwertig angesehen
werden. Die Sensitivitat sollte besonders hoch sein, wenn vor allem mdglichst keine
positiven Falle ibersehen werden sollen. Dies ist bei vielen Vortests der Fall, fiihrt aber zu
einer relativ hohen Anzahl von falsch-positiven Ergebnissen, wie es fiir THC aufgrund des
eingeflihrten Grenzwertes der Fall ist. Durch eine hohe Spezifitdt hingegen werden diese
falsch-positiven Ergebnisse minimiert. Der Nachteil einer hohen Spezifitdt ist, dass
Cannabiskonsumenten ubersehen werden kénnten.

Die Untersuchungen ergaben flir THCglu und CTHC relativ ahnliche ROC-Kurven, teilweise
liegen die Kurven direkt Ubereinander. Dies weist darauf hin, dass die untersuchten
Substanzen als Urinmarker etwa gleichermaBen geeignet sind.

Somit konnte THCglu in dieser Studie nicht als ein besser Marker fiir frischen Konsum in
Urin bestatigen werden.

Inwieweit es sich bei den 211 Urinproben um eine reprasentative Stichprobe von
Kontrollurinen handelt, muss offen bleiben.
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5. Diskussion und Ausblick

5.1. Primarmethode fiir THC in Serum

Die Aufgabe der PTB ist es, nationale Normale flr prioritér 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 zuverldassigen medizinischen Diagnostik und Therapie. Durch die
Rickflihrung der Messergebnisse auf die nationalen Normale wird die Grundlage fiir
genaue und richtige Messergebnisse geschaffen. Dariiber hinaus tragt die Rickflihrung
zur Kostendampfung bei, da Wiederholungsmessungen uberfllissig werden.

Die Rickfiihrung von analytischen Messungen auf die SI-Einheiten kann fiir die Analyte
realisiert werden, flir die bereits ein nationales Normal geschaffen wurde. Diese
Substanzen sind in den "Richtlinien der Bundesarztekammer zur Qualitdtssicherung in

medizinischen Laboratorien" [4] aufgefiihrt.

Seit der Einflhrung von analytischen Grenzwerten ist die Genauigkeit von THC-
Messungen national sowie international besonders von Bedeutung. Aus diesem Grund
wurde durch Erarbeitung einer Primarmethode flir THC die Grundlage flir ein nationales
Normal geschaffen. Fir die primdre Messmethode wurde die Isotopenverdiinnungs-
Massenspektrometrie (IDMS) verwendet, die sich durch eine hohe Messgenauigkeit

auszeichnet.

5.1.1. Entwicklung der Primarmethode

Es sind bereits zahlreiche GC/MS- und LC/MS-Methoden flir 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 Primdarmethode fur THC-Messungen in Serum
beschrieben [80].
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Fir 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. Daruber hinaus
wurden bei der THC-Bestimmung in héheren Konzentrationsbereichen mittels LC/MS/MS-
Methode Memorieeffekte festgestellt. Aufgrund der geringeren Peakbreiten der GC/MS-
Signale im Vergleich zu LC/MS/MS-Signalen, kdnnen Storungen 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 uberlagert. Allgemein sind
Storsubstanzen nie ganz auszuschlieBen, wobei die hohere Aufldsung eines Sektorfeld-
Massenspektrometers jedoch in der Lage ist, wesentlich geringere Massenunterschiede zu
erkennen als Quadrupol-Gerate. Aus diesen Griinden wurde fiir die Erarbeitung der
Primarmethode ein GC/MS-Verfahrens unter Anwendung der Isotopenverdiinnungsanalyse

bevorzugt.

Als Referenzmaterial wurde eine THC-Reinsubstanz fiir die Entwicklung der
Primarmethode eingesetzt. Laut Hersteller THCpharm gilt die angegebene Reinheit von
98,3 % flir das THC-Material fiir die Dauer von zwei Jahren. Mittels indirekter und direkter
Reinheitsanalysen wurde die Angabe des Herstellers im Verlauf der Arbeit zusatzlich
bestdtigt. Um zu gewahrleisten, dass die ermittelte Reinheit flir zukiinftige Messungen
weiterhin vorliegt, muss die Reinheitsanalyse spatestens 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 lichtgeschitzt aufbewahrt.
Untersuchungen der Stabilitét 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 Anderungen der Substanz auf. Es wurde somit fiir die Messungen im
Zeitraum von Marz bis November 2007 eine gleichbleibende Stabilitdt des Referenz-
materials vorausgesetzt.

Bei neuen Einwaagen von Stammlésungen musste stets darauf geachtet werden, dass das
THC am Spritzenausgang keine lila Verfarbung aufweist. In solchen Fallen 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 Homogenitatstests des Referenzmaterials

erfolgen.

Um die THC-Konzentration des bestehenden Grenzwertes zu untersuchen, wurde
Leerserum mit einer bekannten Menge an THC dotiert. Dies kdnnte 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.

Zusatzlich 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 Primarmethode wird ein direkter Vergleich der

Routinemethode ermdglicht.

5.1.2. Reinheitsanalyse des THC-Referenzmaterials

Mit Hilfe der genauen Charakterisierung der THC-Substanz konnte ein Referenzmaterial
geschaffen werden. Dies war eine Voraussetzung flr die Entwicklung einer
Primarmethode.

Im Rahmen der Arbeit wurde die Reinheit mittels der direkten sowie der indirekten
Methode unabhangig voneinander bestimmt.

Die gNMR stellt eine validierte Methode zur Reinheitsanalyse dar [85] und wurde als
direkte Methode angewandt. Die THC-Analyse wurde von einem qNMR-Experten der BAM
durchgefiihrt. Diese Reinheitsbestimmung zeigte eine geringere Unsicherheit sowie
weitere Vorteile gegeniliber der indirekten Methode. Bei Reinheitsbestimmungen mittels
gNMR ist zum einen ein geeigneter Standard bekannter Reinheit auszuwahlen und zum
anderen miissen bei der Auswahl des Lésungsmittels Uberlappungen der verschiedenen
NMR-Signale vermieden werden. Die vollstandige Loslichkeit der zu untersuchenden
Substanz sowie des internen Standards muss gewabhrleistet sein. Dennoch kénnen Signale
von Verunreinigungen die Signale der Substanz oder des Standards stéren. Die meisten
organischen Verbindungen weisen im *H-NMR-Spektrum jedoch mehrere Resonanzsignale
auf, sodass mit hoher Wahrscheinlichkeit ein ungestértes Signal integriert werden kann.
Bei der Analyse von THC wurden zuvor die Signale der Verunreinigungen sorgfaltig
integriert und gingen nicht in die Reinheitsberechnung ein. Generell ist die Vorbereitung
einer gNMR-Analyse unkompliziert und relativ unabhdngig von enthaltenen
Verunreinigungen der Substanz. In der Literatur wird die Unsicherheit der gNMR-Messung
zwischen 1 % [46] und 0,5 % [86] beschrieben. Die im Rahmen der Arbeit durchgefiihrte
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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
Modellésung aus fiunf Komponenten wurde flir die gNMR-Untersuchung eine Unsicherheit
von 1,5 % festgestellt. Den groBten Unsicherheitsfaktor stellt die manuelle Integration der
Signale dar [25]. Wells et al [131] untersuchten die gNMR im Vergleich zu
chromatographischen Methoden, wobei sich die gNMR als prazisere Methode

herausstellte.

Die indirekte Reinheitsbestimmung besitzt den Vorteil, dass sie nicht von der Reinheit
eines internen Standards abhdngig ist. Deshalb gilt sie als die bevorzugte Methode der
Reinheitsbestimmung. Im Fall der Reinheitsanalyse von THC zeigte sie allerdings einige
Nachteile gegeniiber der direkten Methode. Fiir die Untersuchungen von THC kamen
GC/FID fir 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 fiihrte die Uberlagerung der Signale von drei detektierten
Nebenbestandteilen mit dem Signal des THCs zu einer erschwerten und mdglicherweise
ungenauen Integration.

In der Literatur sind relativ geringe Unsicherheiten der Methode von 0,5 % [57] fiir die
Peakintegration oder sogar von nur 0,1 % [72] beschrieben. Bei der durchgefiihrten
Analyse wurde eine Standardunsicherheit von 1,7 % ermittelt. Dies erscheint fiir die
GC/FID-Bestimmung vergleichsweise hoch. Die relativ hohe Standardunsicherheit kann

sich aus der Inhomogenitat der THC-L6sungen 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 zusétzlich 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 fur die Gesamtunsicherheit der indirekten Methode
vernachlassigbare Anteile.

Bei der ICP-MS-Messung zur Uberpriifung 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 leistungsfahig [73]. Mit wenigen Ausnahmen
kdnnen mittels ICP-MS samtliche Elemente des Periodensystems bestimmt werden. Die
Nachweisgrenzen liegen praktisch fiir alle bestimmbaren Elemente im Bereich von einigen
pg/mL. AuBerdem eignet sich die Methode sowohl fir feste, fllissige als auch flr
gasférmige Proben. Die erreichbare Prazision 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 gegeniiber den organischen Verunreinigungen als vernachlassigbar gering.

Ein Nachteil der indirekten Methode gegeniiber der direkten Methode besteht darin,
maoglicherweise weitere Verunreinigungen nicht zu detektieren. Auch die Bestimmung des
Wassergehaltes wurde aufgrund einer limitierten Menge an Referenzmaterial nicht selbst
durchgefiihrt.

Beide Methoden fiir 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 gNMR-Methode verwendet wurde.

5.1.3. Validierung der GC/MS-Methode

Im Rahmen der Validierung der entwickelten Primarmethode wurden Linearitat,
analytischen Grenzwerte der Methode, Wiederholungsprazision, Laborprazision, Bias sowie
die Extraktionsausbeute untersucht.

Die Methode zeigte im Bereich der Kalibrierung eine gute Linearitat. Es wurden
Korrelationskoeffizienten von R = 0,999 erreicht.

Die Berechnung der analytischen Grenzwerte der GC/MS-Methode erfolgte mittels
Kalibriermethode. Fir 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-Saule 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-Saule injiziert wurde. Die erreichten

Grenzwerte liegen damit im Bereich sehr geringer Konzentration, sodass die entwickelte
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Methode sehr sensitiv ist. Diese hohe Empfindlichkeit ist vor allem auf das Sektorfeld-
Massenspektrometer zurlickzufiihren. Durch die Anwendung einer Doppelfokussierung fir
den Detektor, erreichen Sektorfeld-Massenspektrometer eine wesentlich héhere Auflésung
als Quadrupol-Massenspektrometer. Die Einstellung einer moderaten Auflésung flhrt
demzufolge zu einer hoéheren Empfindlichkeit. Sektorfeld-Massenspektrometer sind
allerdings wesentlich teurer, sodass in vielen Laboratorien vorrangig Quadrupol-
Massenspektrometer eingesetzt werden.

Um die Genauigkeit der Methode zu prifen, wurden die Parameter Prazision und
Richtigkeit (Bias) durch Messungen an sechs Tagen mit jeweils sechsfacher Messung
bestimmt.

Es wurden gute Wiederholungs- und Laborprazisionen fir die beiden untersuchten
Konzentrationsniveaus festgestellt. Flir das niedrigere Konzentrationsniveau (1 ng/mL THC
in Serum) wurde die Wiederholungs- und Laborprazision mit 2,9 % bzw. 3,0 % ermittelt,
flr das hohere Konzentrationsniveau (2,4 ng/mL THC in Serum) entsprechend 1,9 % bzw.
2,5 %.

Weiterhin konnte fiir 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 Fliissig-
Flissig-Extraktion verwendet, da diese gegeniliber einer untersuchten Festphasen-

Extraktion weniger Storeffekte zeigte.

5.1.4. Betrachtung des Unsicherheitsbudgets

Die Unsicherheitsbetrachtung erfolgte mit Hilfe der 7op-down -Methode, welche der
Bottom-up -Methode gegeniibersteht. Beide Methoden sind GUM konform, wobei die
Bottom-up -Methode die urspriingliche GUM-Methode darstellt. Die 7op-down -Methode
findet vorwiegend Anwendung, wenn die Unsicherheit maBgeblich 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 EinflussgroBen der Gesamtunsicherheit der
THC-Messung dar.
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Um die Unsicherheit der GC/MS-Messung zu ermitteln, wurde flir beide untersuchten
Konzentrationsniveaus die Wiederfindungsrate anhand der Mittelwerte der sechs Messtage
bestimmt.

Der Anteil der GC/MS-Messung stellte jeweils den groBten 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 dafiir lag an der starkeren Streuung der sechs
Tagesmittelwerte des hoheren Konzentrationslevels, was zu einer hdheren
Standardabweichung des Gesamtmittelwertes fiihrte. Der Unterschied zwischen den
prozentualen Anteilen koénnte auf die starkeren Matrixeffekte des Kontrollserums
zurlickzufiihren sein. Die Messung des Kontrollserums wies im Gegensatz zur
Vergleichsprobe eine etwas schwachere Intensitat der GC/MS-Signale auf. Beim
verwendeten Kontrollserum handelte es sich um eine gefriergetrocknete Probe, dagegen
wurde die Vergleichsprobe aus flissigem 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 flir die Messung.

Einen weiteren Einflussfaktor der Unsicherheit stellte die Reinheitsanalyse der
Referenzsubstanz THC dar. Die Berechnung des Unsicherheitsbudgets fiihrte aufgrund der
zweifachen Reinheitsbestimmung zu unterschiedlichen Gesamtunsicherheiten. Die
minimale bzw. optimale Unsicherheit der THC-Messung wurde durch Einsetzen der
Reinheitsbestimmung mittels direkter Methode (gQNMR) berechnet. Dabei betrug die
relative erweiterte Gesamtunsicherheit fur beide untersuchten Konzentrationsniveaus
weniger als 2 %.

Dagegen fiihrt die Reinheitsuntersuchung mittels indirekter Methode zu einer erhdhten
Gesamtunsicherheit von 2,1 % bzw. 2,4 % (entsprechend fiir das niedrigere und héhere
Konzentrationsniveau). Damit wiirde fiir beide Konzentrationen die Reinheitsangabe die
EingangsgréBe mit dem groBten Einfluss des Unsicherheitsbudgets darstellen (68,6 %
bzw. 57,6 %). Dies verdeutlicht den Einfluss einer geringen Unsicherheit der
Reinheitsanalyse. Mit dem Ergebnis der gNMR-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 kdnnte noch weiter gesenkt werden, indem
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groéBere Mengen an THC zur Herstellung der Stammldésungen eingewogen werden.
Aufgrund der Uberwachung der Betdubungsmittel muss jede Einwaage gegeniiber der
Bundesopiumstelle gerechtfertigt werden. Die sehr geringe Unsicherheit der Einwaage
und die begrenzte Menge der Referenzsubstanz THC lassen eine Einwaage von 1 mg flr
eine Stammldsung somit als gerechtfertigt erscheinen.

Ferner wurde geprift, ob die weiteren Verdiinnungsschritte bei der Herstellung der
Arbeitslésungen ebenfalls einen Beitrag an der Gesamtunsicherheit haben. Dabei wurde
jedoch gegeniliber den anderen EingangsgréBen ein vernachlassigbarer Anteil festgestellt,
weshalb die Einwaagen der Verdiinnungen nicht in die Gleichung eingehen.

Die Dichtemessung der eingesetzten Serumproben zeigte gegeniber den anderen

EinflussgréBen einen ebenfalls vernachlassigbaren Anteil an der Gesamtunsicherheit.

Generell wird die Angabe von Unsicherheitsbudgets durch Vergleichsmessungen gepriift.
Somit sollte der nachste Validierungsschritt eine Vergleichsmessung zwischen mehreren
higher-order -Metrologieinstituten sein. Dies wird als externe Qualitdtskontrolle bezeichnet
und ergénzt die laborinterne Richtigkeitskontrolle, um die objektive Uberwachung der

Richtigkeit von Ergebnissen zu gewahrleisten.

5.1.5. Vergleich zwischen Routine- und Primdrmethode

Mit Hilfe der Primarmethode konnte flr beide untersuchten Konzentrationsniveaus eine
Gesamtunsicherheit unterhalb von 2 % erreicht werden. Eine Abschatzung der
Messunsicherheit in einem Routinelabor mit Hilfe von zertifizierten Kontrollproben fiihrte
hingegen fiir eine THC-Konzentration von 2,2 ng/mL zu einer relativen Unsicherheit von
7 %. Die Primarmethode zeigte sich somit der Routinemethode (iberlegen.

Die Messung stellt oft selbst den groBten Unsicherheitsfaktor dar. Im Vergleich zu
Routinemethoden zeichnen sich Primdrmethoden dadurch aus, dass ein erheblicher
Beitrag zur Unsicherheit durch spezielle Verfahren vermieden werden kann. Zunachst
werden volumetrische Schritte durch das Einwiegen der verwendeten Substanzen und
Ldsungen ersetzt, was zu einer wesentlich hdheren Genauigkeit fiihrt. So wird z. B. allein
die Unsicherheit von volumetrischen Bestimmungen auf 1 % geschatzt [120], was die
gesamte Unsicherheit somit erheblich erhéhen wiirde. Ferner wird eine geringere
Unsicherheit durch die Anwendung des Exact isotope matching -Verfahrens erreicht.

Diese Techniken sind fiir Routinemessungen allerdings kaum anwendbar, da sie einerseits
zeitlich sehr aufwendig sind und andererseits eine gréBere Menge der entsprechenden

Serumprobe bendtigen.
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Es ist nicht die Aufgabe einer Primarmethode, die Routineanalytik zu ersetzen, sondern
eine Ruckfuihrbarkeit der THC-Messungen mit hoher Genauigkeit zu ermdglichen. Diese
Anwendung der Methode wurde besonders durch die Messung des Kontrollserums
verdeutlicht. Ringversuche mehrerer Routinelaboratorien zeigten hierbei einen Mittelwert
von 2,9 ng/mL fur die THC-Konzentration. Im Gegensatz dazu wurde mit Hilfe der
Primarmethode eine Konzentration von 2,4 ng/mL THC in Serum festgestellt. Diese
Mittelwerte unterscheiden sich somit bereits um etwa 20 %. Nach abgeschlossener
Prifung der Primarmethode durch internationale Ringversuche, kdnnte eine mdgliche
Anwendung darin bestehen, Serumpools eine Konzentration mit vergleichsweise geringer
Unsicherheit zuzuordnen, welche spater als Kontrollseren in Routinelaboratorien
verwendet werden.

Die ermittelte Unsicherheit der Messung liegt im Vergleich zu anderen publizierten
Primarmethoden [70, 120] in ahnlicher GréBenordnung, wobei der zu messende
Konzentrationsbereich stark vom jeweiligen Analyten abhangt. Daher konnen
Primarmethoden unterschiedlicher Substanzen nur bedingt miteinander verglichen

werden.

5.1.6. Ausblick

Fir THC-Messungen in Serum wurde eine Primarmethode erfolgreich entwickelt und
validiert [80]. THC-Konzentrationen im Bereich des bestehenden Grenzwertes konnten
mittels der beschriebenen Methode sehr genau und prazise bestimmt werden. Die
Ergebnisse zeigten, dass eine relative Unsicherheit von 2 % erreicht werden kann. Die
Primarmethode zeigte sich etablierten Messmethoden von Routinelaboratorien (iberlegen,
wodurch sich weitere Anwendungsmadglichkeiten ergeben. Zuvor stellt ein internationaler
Ringversuch zwischen mehreren Aigher-order-Instituten den nachsten Schritt der
Validierung dar. Nach der Bestatigung der erreichbaren Genauigkeit der THC-Messung ist
es die Aufgabe eines nationalen Normals, eine bessere Vergleichbarkeit sowie eine
Rickflhrung zu erméglichen. Deshalb kann die Methode fiir eine genaue Bestimmung von
THC-Sollwerten eingesetzt werden, beispielsweise fiir Serumpools, welche als
Kontrollseren in Routinelaboratorien verwendet werden, oder auch fir Kalibrier- bzw.
Standardlésungen von THC.

Die gewonnenen Ergebnisse kénnen ebenfalls hinsichtlich der bestehenden Gesetzgebung
diskutiert werden. Sie zeigten, dass Konfidenzintervalle fiir die analytischen THC-
Grenzwerte in der Praxis mdglicherweise zu hoch angesetzt wurden, obwohl die

berechneten Unsicherheiten der Primarmethode als Optimum bzw. Minimum angesehen
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werden miussen. Dennoch sollen die Ergebnisse fiir die in der Praxis angewandten
forensischen Entscheidungen eine Hilfestellung geben.

Ein Ziel der Arbeit war es, eine Primarmethode fliir THC zu entwickeln und zu validieren.
Es ist nun die Aufgabe der PTB die Methode mittels internationaler Ringversuche als
nationales Normal zu bestdtigen, zu bewahren und im Rahmen des gesetzlichen und

industriellen Messwesens weiterzugeben.
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5.2. Priifung von THCglu in Urin als Marker fiir THC in Serum

Der an die THC-Bestimmung in Serum anknipfende Teil der vorliegenden Arbeit befasste
sich mit Konsummarkern fir Cannabis in Urin. Da die Muttersubstanz THC in Urin nicht
vorkommt, dienen renal ausgeschiedene Metabolite von THC als Konsummarker und
Zielanalyte fir immunologische Vortests. Eine Untersuchung geeigneter Urinmarker fir
das Vorhandensein von THC in Serum gibt es bisher nicht. Hintergrund dieser
Untersuchung war, dass der gegenwartig angewandte Konsummarker, CTHC in Urin,
hinsichtlich der Grenzwerteinfiihrung von 1 ng/mL fir THC in Serum zu einer hohen
Anzahl von falsch-positiven Ergebnissen flihrt. Der Metabolit THCglu wurde in einer Studie
von Manno et al. [87] als ein mdglicher Marker in Urin fiir 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 konnte geringeren interindividuellen
Schwankungen als CTHC unterliegen.

Daher wurde untersucht, ob THCglu in Urin mdglicherweise eine bessere Markersubstanz
fur THC in Serum darstellt als CTHC. Es wurden in 211 Urinproben potentieller
Cannabiskonsumenten die jeweiligen Konzentrationen von THCglu und CTHC
nebeneinander bestimmt. Fir die Bewertung der Konsummarker in Urin wurden
verschiedene Cut-Off-Werte der bestimmten THCglu- und CTHC-Konzentrationen den
THC-Konzentrationen der dazugehdrigen Serumprobe gegenibergestellt. Anhand
verschiedener angenommener Cut-Off-Werte erfolgte ein Vergleich beider Marker-
substanzen mittels ROC-Analyse.

Fir die Bestimmung der THCglu-Konzentrationen in Urin wurde eine neue LC/MS/MS-
Methode entwickelt und validiert.

5.2.1. LC/MS/MS-Methode fir THCglu in Urin

Fir 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 a/ [98] charakterisierten THCglu
mittels GC/MS ohne vorangegangene Spaltung, jedoch ausschlieBlich qualitativ. Die
indirekte Bestimmung hat den Nachteil, dass die Vollstandigkeit der vorangegangenen
Spaltung kaum zu kontrollieren ist.

Im Gegensatz zum relativ unstabilen CTHCglu [28, 65, 133] stellt THCglu ein stabiles
Etherglucuronid dar, das ausschlieBlich enzymatisch gespalten werden kann. Die Reaktion
ist vom pH-Wert abhangig und mdglicherweise ebenfalls von weiteren in Urin
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vorhandenen Glucuroniden, die ebenfalls mittels der unspezifischen B-Glucuronidase
gespalten werden. Flr das CTHCglu lasst sich feststellen, ob die enzymatische Reaktion
annadhernd vollstandig verlaufen ist, indem die basische und die enzymatische Spaltung
nebeneinander durchgefiihrt werden [6]. Zur Erhdhung der Spaltungsrate fihrten
Abraham et al. [6] eine Tandem-Spaltung (basisch und enzymatisch) der Urinproben
durch. In Untersuchungen von Dietz [26] wurde flir CTHCglu sowohl fiir die basische als
auch fir die enzymatische Spaltung eine annahernd vollstandige 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] Ubertragbar. Zudem wird THCglu in wesentlich geringerem MaBe gebildet als
CTHCglu oder 11-OH-THCglu. Bei niedrigen Analytkonzentrationen ist die mdglichst
vollstandige Spaltung somit noch bedeutender, da sonst eine quantitative Analyse
zusatzlich erschwert wird.

Generell kann die Ausbeute der Spaltung unter erhdhter Zugabe von B-Glucuronidase
verbessert werden [112], allerdings ist dies bei einer entsprechend groBen 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 Griinden wirde eine LC/MS/MS-Methode einerseits wesentliche
Vorteile in der Aufarbeitung der Proben zeigen und andererseits zu einem genaueren
Messergebnis flihren. THCglu ist wasserloslich und somit gut flir 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
routinemaBig bestimmt wird, zum anderen ist ein interner Standard nicht kommerziell
erhaltlich. Deshalb musste zunachst ein interner Standard hergestellt werden, um die

Isotopenverdiinnungsanalyse anzuwenden.

5.2.2. Enzymatische Herstellung von THCglu-D;

Die Herstellung eines deuterierten Standards (THCglu-Ds;) wurde aus THC-D3 mit Hilfe des
Enzyms UGT2B7 durchgefiihrt, welches ebenfalls an der Bildung von Morphin-Glucuronid
beteiligt ist [20, 119]. Caron et al. [17] stellten auf dhnlichem Weg bereits andere
Glucuronidverbindungen fiir den Einsatz als interne Standards her.

Die Ausbeute am gewitinschten Produkt lag jedoch nur bei 5 %, obwohl THC-D; als

Substrat im Uberschuss eingesetzt wurde. Ahnliche Versuche mit immobilisierten UGT-
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Enzymen zeigten ebenfalls eine Ausbeute um die 5 % [83]. Mdglicherweise kdénnte ein
anderes UGT-Enzym eine verbesserte Umsetzung bewirken. In Vorversuchen wurden
sieben kommerziell erhadltliche UGT-Enzyme getestet; bekannt sind jedoch tber 50 UGTs.
Fir 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, ware es flr kinftige Studien von Vorteil, wenn auch
der interne Standard kauflich erworben werden kdnnte. Mdglicherweise ware auch eine
andere Substanz (beispielsweise CTHC-Ds) 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] fir seltene Analyte. Dabei wurden fiir alle untersuchten Parameter
(Selektivitat, Linearitat im Bereich von 0 — 10 ng/mL THCglu in Urin, Wiederholungs- und
Laborprazision, analytische Grenzwerte, Bias und Extraktionsausbeute) die jeweils
vorgeschriebenen Kriterien erflllt.

Die  Selektivitdit der Methode wurde anhand von Untersuchungen auf
Querempfindlichkeiten getestet, wobei keine Stérungen 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 Sensitivitdt der Methode hinweist.

Fir die Prazisions- und Richtigkeitsanalysen wurden ein niedriges, ein mittleres und ein
hohes Konzentrationsniveau flir THCglu in Urin untersucht (1 ng/mL - niedrig,
3 ng/mL - mittel, 7 ng/mL - hoch). Die ermittelten Labor- und Wiederholungsprazisionen
lagen jeweils unterhalb von 3 %.

Flr Routinemethoden ist ein Bias von hdchstens +£15 % vorgeschrieben, im Bereich der
Erfassungsgrenze von 20 %. Der Bias lag bei den drei untersuchten Konzentrations-
niveaus zwischen 4,8 % und 11,7 % und erflillte damit vollstandig die vorgeschriebenen
Validierungskriterien.

Generell wird eine Extraktionsausbeute von Uber 50 % angestrebt [8]. Mittels der
beschriebenen Flissig-Fllssig-Extraktion mit tert-Butylmethylether konnte eine Ausbeute
von etwa 90 % fir 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 mdglichst hohe Extraktionsausbeute besonders
bedeutsam ist.

5.2.4. Zusammenhang zwischen THCglu in Urin und THC in Serum

Die Untersuchung von 211 Urinproben potentieller Cannabiskonsumenten bestdtigte das
Auftreten des Nebenmetaboliten THCglu, wie zuvor aus dhnlichen Untersuchungen bereits
bekannt war [50, 117].

Die Gegenuberstellung der ermittelten Urinkonzentrationen zu den THC-Konzentrationen
in Serum zeigte allerdings fir keinen der beiden Analyten (THCglu und CTHC) einen
erkennbaren Zusammenhang. Somit weist die Gegeniberstellung darauf hin, dass die
Bildung und Elimination von THCglu wie auch von CTHC (frei und als Glucuronid
gebunden) stark von verschiedenen individuellen Faktoren abhangen. Einen Riickschluss
auf die THC-Konzentration in Serum ist dadurch erschwert. Fir CTHC wurden damit
Ergebnisse anderer Studien bestatigt [28].

Zu den Einflussfaktoren zahlt auch die genetische Variabilitdt der am Abbau beteiligten
Enzyme. Im Metabolismus wird THC hauptsachlich tiber 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 flir die Bestimmung von THCglu in den Urinproben war,
dass dieser Metabolit in nur einem Schritt gebildet und somit mdglicherweise in einem
direkten Zusammenhang mit der THC-Konzentration in Serum steht. Zudem kénnte
THCglu in geringerem MaBe von individueller Variabilitdt abhangig sein als CTHCglu. Fir
die Bildung von CTHCglu sind besonders UGT1A3 und UGT1A1l 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]
kdnnen zu einer unterschiedlichen Bildung der Metaboliten flihren.

Die Urinproben dieser Studie wurden im Rahmen polizeilicher Kontrollen gesammelt.
Vergleichbare Bedingungen, wie Konsumtyp (gelegentlich oder regelmaBig), 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 durchzufiihren, erfolgte zuséatzlich eine
Gegentiberstellung anhand der ermittelten ROC-Kurven. Die ROC-Analyse bietet die

Mdglichkeit, die diagnostische Effizienz eines Markers zu priifen. Die ROC-Kurven fir
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THCglu und CTHC zeigten einen relativ ahnlichen Verlauf, sodass beide Substanzen etwa
gleichwertig als Markersubstanzen geeignet erscheinen. Ein Vergleich der Flachen
unterhalb der ROC-Kurven ist fir verbundene Stichproben, wie in diesem Fall, nur unter
Anwendung spezieller mathematischer Verfahren mdglich [13, 52, 124] und wurde
deshalb im Rahmen der Arbeit nicht durchgefiihrt. Anhand des Youden-Index ergaben
sich fiir die gegenwartig angewandte Markersubstanz CTHCglu geringfiigig bessere Werte,
jedoch flir einen héheren Cut-Off-Wert als derzeit in der Praxis angewandt. Dies bestatigt
das Ergebnis einer Validierung eines Doppelstreifensystems als Vortest fir Cannabis [81],
wo zusatzlich zum herkdmmlichen 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 gegenliber CTHCglu festgestellt
werden.

Mdglicherweise sind andere Substanzen dennoch besser geeignet als CTHC. Auwarter
e/ al. [10] diskutierten die Mdglichkeit der THC-A-Carbonsdure (THCA) als Urinmarker fiir
aktuellen Cannabiskonsum durch Rauchen oder orale Aufnahme. Diese Substanz stellt
keinen Metaboliten, sondern einen Vorldaufer von THC dar, welcher zu betrachtlichen
Anteilen in der Cannabispflanze vorkommt und beim Rauchen durch die Pyrolyse nur
teilweise zu THC umgewandelt wird [36]. Da diese Umwandlung nicht vollstandig verlauft,
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 flr

THC in Serum eignet.

5.2.5. Ausblick

Die in der Arbeit beschriebene LC/MS/MS-Methode ermdglicht 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 flhrt, stellt sie somit ein hilfreiches Werkzeug
fir weitere Studien dar. Obwohl kein Zusammenhang zwischen dem THCglu-Uringehalt
und dem THC-Serumgehalt festgestellt wurde, kénnte THCglu wichtige Informationen in
Verbindung mit regelmaBigem oder gelegentlichem Konsum enthalten. Das entwickelte
LC/MS/MS-Verfahren kénnte angewandt werden, um weitere Erkenntnissen (ber die

Bildung des Metaboliten sowie dessen Ausscheidung in Urin zu gewinnen.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Primarmethode fiir die quantitative Bestimmung
von delta-9-Tetrahydrocannabinol (THC) in Serum entwickelt und validiert.

Als Methode kam die Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC/MS) unter
Anwendung der Isotopenverdiinnungsanalyse zum Einsatz. Der Hintergrund ist der im
Dezember 2004 in Deutschland eingeflihrte Grenzwert im §24a des StraBenverkehrs-
gesetzes (StVG) von 1 ng/mL THC in Serum. Diese Konzentration lasst es als mdglich
erscheinen, dass eine Beeinflussung der Fahrtlichtigkeit 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 Rickflihrbarkeit der Methode sowie eine genaue Betrachtung der
Messunsicherheit ermdglicht. Die Unsicherheitsbetrachtung der Messmethode wurde
mittels der 7op-down -Methode bestimmt, die mit dem Guide to the Expression of
Uncertainty in Measurement (GUM) konform ist.

Die erweiterte relative Messunsicherheit lag flir 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 groBten 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 Primdarmethode mit sehr geringer Messunsicherheit
bestimmt werden kann. Die Primdarmethode bildet somit die Grundlage fiir ein nationales
Normal bereitgestellt, welches eine Rickflihrbarkeit flir THC-Messungen mit hoher
Genauigkeit ermdglicht.

Die Primarmethode kann kinftig zur Bestimmung von THC-Konzentrationen von
Kontrollseren, Kalibrier- und Standardlésungen 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 fur 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-

verhadltnisse von CTHC besteht jedoch nur ein begrenzter Zusammenhang zu der THC-
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Konzentration in Serum. Fir die Untersuchung wurden 211 Urinproben potentieller
Cannabiskonsumenten auf THCglu und CTHC getestet.

In einem anschlieBenden Vergleich mittels ROC-Analyse zeigte sich, dass beide
Metaboliten des THCs etwa gleichwertig als diagnostische Marker in Urin geeignet sind
und THCglu keine Verbesserung gegenliber CTHC aufweist.

Fir die THCglu-Messungen wurde daher ein neues Verfahren basierend auf
Flussigkeitschromatographie gekoppelt mit Tandem-Massenspektrometrie (LC/MS/MS) an
einem Triple Quadrupol-Massenspektrometer entwickelt und validiert.

Die Studie ergab, dass THCglu kein besserer Marker fir THC in Serum ist als CTHC.
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