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1 EINLEITUNG

1.1 Cannabis

Cannabis gehdrt nach Alkohol zu den weltweit am haufigsten konsumierten Drogen. In
Deutschland missbrauchen nach Schatzungen des Bundesministerium fur Gesundheit
zurzeit etwa 600.000 Personen zwischen 18 und 64 Jahren Cannabis oder sind davon
abhangig M. Aufgrund seines weit verbreiteten Missbrauchs kommt Cannabis bei
Strallenverkehrsdelikten die grof3te Bedeutung unter den illegalen Drogen zu.
Andererseits konnten in den letzten Jahren positive Effekte beim therapeutischen
Einsatz von Cannabis-Zubereitungen verzeichnet werden, wie z.B. zur Behandlung von
Appetitlosigkeit und Gewichtsverlust bei HIV bzw. AIDS ¥* zur Linderung von Ubelkeit
und Erbrechen wahrend einer Chemotherapie P! in der Therapie verschiedener

B, 9

Schmerzerkrankungen sowie zur Minderung von Symptomen, welche mit

neurologischen Erkrankungen wie Multiple Sklerose '"*'®! assoziiert sind. Neben der
Aufklarung der Wirkungsmechanismen von Cannabinoiden ['® der Evaluation
therapeutischer Anwendungsgebiete ['% 221 ynd der Untersuchung psychischer
Stérungen im Zusammenhang mit Cannabis-Konsum #°2® ist auch die Untersuchung
von Zusammenhangen, welche fur die Begutachtung analytischer Befunde in der

forensisch-toxikologischen Praxis nutzbar sind, von zentralem Interesse.

1.1.1 Taxonomie

Die Gattung Cannabis L. (nach Carl von Linné, L.) bildet zusammen mit der Gattung
Humulus L. die Familie der Cannabaceae (Hanfgewachse) ?* *° und wird wie in

Abb. 1.1 dargestellt eingeordnet:

Abteilung Spermatophyta
Unterabteilung Magnoliophytina
Klasse Rosopsida
Unterklasse Rosidae
Ordnung Urticales
Familie Cannabaceae
Gattung Cannabis L.

Abb. 1.1  Einordnung der Gattung Cannabis L. ®%.



2 1 EINLEITUNG

Fur die Untergliederung der Gattung Cannabis L. existieren zwei voneinander
abweichende Konzepte ?®.. Wahrend ein Teil der Autoren eine Untergliederung in die
Arten Cannabis sativa L., Cannabis indica LAM. (nach Jean-Baptiste de Lamarck,
LAM.) und Cannabis ruderalis JANISCH vornimmt B33 existiert fiir andere Autoren
aufgrund einer starken Variabilitat und Plastizitat der taxonomisch nutzbaren Merkmale,
einer hohen Ubereinstimmung reproduktiver Strukturen und einer uneingeschrankten
Interfertilitit nur die Sammelart Cannabis sativa L. ** *!. Deren weitere Untergliederung
in Unterarten und Varietaten ist aufgrund hoher Variabilitat infolge von Anbau, Zichtung
und stetem Einfluss von Wildbestdnden umstritten. Unterschieden werden die
Unterarten Cannabis sativa subspecies (ssp.) indica, ssp. sativa und ssp. spontanea *®
%l Die Unterart sativa reprasentiert v.a. Fasern und Ol liefernde Sorten, wahrend der
Unterart indica Uberwiegend zur Drogengewinnung geeignete Sorten angeharen.

Neben der taxonomischen Klassifizierung wurde eine biochemische Klassifizierung in
verschiedene Phanotypen (Drogen- und Faser-Typ) vorgeschlagen, welche auf
quantitativen Unterschieden in den Gehalten spezifischer Cannabinoide basiert 84",
Fur forensische Zwecke wird hauptsachlich zwischen Drogen- und Faserhanf
unterschieden, wobei als Unterscheidungskriterium der Gehalt des psychoaktiven
Wirkstoffs A9-Tetrahydrocannabinol (A9-THC) herangezogen wird. Drogenhanf zeichnet
sich durch hohe A9-THC-Gehalte aus, wahrend Faserhanf nur einen geringen A9-THC-
Gehalt von maximal 0,2 % aufweist.

Bei den Vertretern der Gattung Cannabis L. handelt es sich um ein- bis zweijahrige,
anemogame Krauter 1’ Sie weisen einen kurzhaarig-rauen mit angedriickten Borsten
besetzten Stangel auf, an welchem die Zweige und Blatter im unteren Abschnitt
gegenstandig, im oberen Abschnitt teilweise auch wechselstandig angeordnet sind. Die
drei- bis siebenteiligen Laubblatter sind lang gestielt und gefiedert, die einzelnen,
schmalen Laubblattchen wiederum lanzettlich und gesagt. Die Gattung ist didzisch
(zweihausig), selten aber auch mondézisch (einhausig). Weibliche Pflanzen sind gréer
und dichter belaubt als mannliche. Die weiblichen Blutenstande sind seitenstandig, in
den Achseln schuppenartiger Laubblatter am Grund der Zweige lokalisiert und bilden
eine beblatterte Scheindhre. Die einzelnen, funfblattrigen Bluten weisen ein stark
reduziertes Perianth auf und sind lediglich von einem Deckblatt umhdallt. Bei den
mannlichen Blutenstanden handelt es sich um lockere, rispenartige Trugdolden. Die
Samen sind arm an Nahrgewebe. Der Keimling ist weil}, 6lig-fleischig und hakenférmig

gekrummit.
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1.1.2

Inhaltsstoffe

Insgesamt wurden mehr als 400 Inhaltstoffe in Cannabis sativa L. identifiziert, davon

allein Uber 60 verschiedene Cannabinoide

[42]

Daruber hinaus enthalt Cannabis

sativa L. jedoch zahlreiche Verbindungen anderer chemischer Stoffgruppen (Tab. 1.1).

Tab. 1.1

1

Cannabinoide

Cannabigerol (CBG)*
Cannabichromen (CBC)
Cannabidiol (CBD)*

A9-Tetrahydrocannabinol (A9-THC)*
A8-Tetrahydrocannabinol (A8-THC)*

Cannabicyclol (CBL)
Cannabielsoin (CBE)
Cannabinol (CBN)*
Cannabinodiol (CBND)
Cannabitriol (CBT)
andere Cannabinoide

Stickstoff-Verbindungen

Quartare Basen
Amide

Amine
Spermidinalkaloide

w

Aminosauren

F N

Proteine, Glycoproteine

Zucker

Monosaccharide
Disaccharide
Polysaccharide
Cyclitole
Aminozucker

6 Kohlenwasserstoffe
7 Alkohole
8 Aldehyde
9 Ketone
10 Séuren
11 Fettsauren
12 Ester und Laktone
13 Steroide
14 Terpene
Monoterpene
Sesquiterpene
Diterpene
Triterpene
15 Nicht-cannabinoide Phenole
16 Flavonoide
17 Vitamine
18 Pigmente

Inhaltsstoffe von Cannabis sativa L. sowie Strukturen der Cannabinoid-Typen

CH, OH
X

HO CH,

HyC” “CH,

CBG

H,cZ HO CH,
CBD
H,C
OH
H,C |
H,c” O CH,
A8-THC
H,C_ OH
0
H,C.
H,cZ HO CH,
CBE
H,C

H,cZ HO CH;

[42]

HC_ CH;  OH

=
|
(o CH,

CH,
CBC
HC
OH
H,C |
Hc” O CH,
A9-THC
H,C. CH, OH
o CH,
H,C
CBL

HsC_ OH
H
Hon

H,C |

H,c” O CH,3
CBT

* Diese Cannabinoide wurden auch im Rahmen

der Untersuchungen von

Cannabis-

Rauchkondensaten nachgewiesen (Kapitel 3.1).
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Urspringlich wurden unter der Bezeichnung Cannabinoide nur die Inhaltsstoffe von
Cannabis sativa L. mit einem charakteristischen C;{-Grundgerist sowie deren
Abbauprodukte verstanden *3!. Diese rein pharmakognostische Definition wurde in den
vergangenen Jahren aufgrund neuer Erkenntnisse in der Cannabis-Forschung durch
eine umfassendere Definition basierend auf pharmakologischen Eigenschaften
abgelost. Heute verstent man unter Cannabinoiden alle Liganden an Cannabinoid-
Rezeptoren ", also die klassischen Phytocannabinoide, endogene Cannabinoide wie
Arachidonylethanolamid (Anandamid), Palmitylethanolamid oder 2-Arachidonylglycerol
sowie synthetische Cannabinoid-Analoga wie Nabilon, Dexabinol oder die erst kurzlich
in der Modedroge ,Spice* nachgewiesenen Analoga JWH-018 und CP-47,497 °.

Fur die Nummerierung der Phytocannabinoide werden in der Literatur hauptsachlich
zwei Konzepte verwendet: das Monoterpenoid-System und das auf den Regeln der
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) beruhende Dibenzopyran-
System (Abb. 1.1), welches in dieser Arbeit zugrunde gelegt wird.

Monoterpenoid-System Dibenzopyran-System

Abb. 1.2 Chemische Struktur von A9-THCA-A, dem biogenetischen Vorlaufer von A9-THC, nummeriert
nach dem Monoterpenoid-System (A1-THCA-A) und nach dem Dibenzopyran-System
(A9-THCA-A).

Cannabinoide sind aufer in den Samen in allen Teilen der Pflanze enthalten ', wobei
keine wesentlichen qualitativen Unterschiede im Cannabinoid-Spektrum zwischen den
verschiedenen Pflanzenteilen zu beobachten sind P® *¢l. Die héchsten Cannabinoid-
Konzentrationen (bezogen auf das getrocknete Pflanzenmaterial) weisen die
Deckblatter der Bluten- bzw. Fruchtstande auf. Die Laubblatter enthalten im Vergleich
dazu geringere Konzentrationen, wahrend Stangel und Wurzeln dagegen kaum
Cannabinoid-haltig sind ¥* *1. Auf den Deckblattern der weiblichen Bliiten sowie auf
den Laubblattern befinden sich mehrzellige, teilweise gestielte Drisenschuppen, welche

ein Cannabinoid-haltiges, harzartiges Sekret bilden. Dieses wird im Raum zwischen der
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Epidermis-Aufienwand und Kutikula akkumuliert und besteht zu mehr als 90 % aus
Cannabinoiden. Nach Einsetzen der Blute wird im Bereich der Triebspitzen der
weiblichen Bluten der Inhalt der Drisenhaare als harzartiges Sekret abgesondert, in
welchem im weiteren Verlauf neben Cannabinoid-Carbonsauren zunehmend auch die
decarboxylierten phenolischen Cannabinoide vorliegen 81,

Cannabinoide stellen die auffalligsten Inhaltsstoffe von Cannabis sativa L. dar. In
Abhangigkeit von der Ausgestaltung der Terpen-Struktur lassen sich Cannabinoide vom
CBG-, CBC-, CBD-, A9-THC-, A8-THC-, CBL-, CBN-, CBND- und CBT-Typ

unterscheiden (Tab. 1.1) 1“2

. Fir die verschiedenen Cannabinoid-Typen sind die
zugehorigen Carbonsauren und deren Stellungsisomere, die durch Decarboxylierung
entstehenden Phenole und die Phenolmethylether beschrieben, wobei zusatzlich die
Lange der aliphatischen Seitenkette variieren kann. Zu dem am weitesten verbreiteten
A9-THC-Typ gehdren insgesamt neun Verbindungen, deren Seitenkette aus einem,

drei, vier oder funf Kohlenstoffatomen besteht (Tab. 1.2).

Tab.1.2 Cannabinoide des A9-THC-Typs.

Cannabinoid R, R, R;
A9-Tetrahydrocannabinolsaure A COOH n-CsHq4 H
A9-Tetrahydrocannabinolsaure B H n-CsHq4 COOH
A9-Tetrahydrocannabinol H n-CsHy44 H
A9-Tetrahydrocannabinolsdure-C, COOH/H  n-C4Hq COOH/H
A9-Tetrahydrocannabinol-C, H n-C4Hq H
A9-Tetrahydrocannabivarinsaure COOH n-CsH-, H
A9-Tetrahydrocannabivarin H n-CsH; H
A9-Tetrahydrocannabiorcolsaure COOH/H CHs; COOH/H
A9-Tetrahydrocannabiorcol H CH; H

Verbindungen des A9-THC-Typs besitzen zwei Chiralitatszentren an Cg, und Cyp,. Bei
den natlrlich vorkommenden Verbindungen handelt es sich um die
(-)-trans-lsomere 4.

Die Cannabinoid-Carbonsauren von CBND, A9-THC, CBC und CBG sind die quantitativ
bedeutendsten, genuin in der Pflanze vorliegenden Cannabinoide ° *4. Ihr relativer
Anteil kann stark variieren. So sind Pflanzen beschrieben, die jeweils eines der
genannten Cannabinoide mit einer n-Pentyl-Seitenkette (Cs-Seitenkette) oder im Falle

des A9-THC-Typs auch das n-Propyl-Analogon (Cs-Seitenkette) als Hauptcannabinoid



6 1 EINLEITUNG

enthalten ¢ *° %9 Dje Konzentrationen der Methyl- (Cs-Seitenkette) und n-Butyl-
Analoga (C4-Seitenkette) sind dagegen normalerweise sehr gering " %2,

Die qualitativen und quantitativen Unterschiede im Cannabinoid-Spektrum werden auch
zur chemotypischen Unterscheidung von Faser- und Drogenhanf herangezogen. Die
dabei verwendeten Kriterien reichen vom einfachen Verhaltnis von A9-THC bzw.
A9-Tetrahydrocannabinolsédure (A9-THCA) zu CBD bzw. Cannabidiolsdure (CBDA) P8
Uber Formeln, welche aufgrund der Variabilitdt des Cannabinoid-Spektrum bis zu zehn
Cannabinoide einbeziehen ", bis hin zu phanotypischen Konzepten, welche auf
empirisch festgelegte Konzentrationsgrenzen zuriickgreifen 7.

Die Carbonsauren von A9-THC besitzen keine psychoaktiven Eigenschaften °3. Um die
typischen Cannabis-Effekte hervorzurufen, missen sie durch Decarboxylierung, z. B.
durch Rauchen von getrocknetem Pflanzenmaterial oder durch Backen, in die
korrespondierenden Phenole Uberfuhrt werden. Das Verhaltnis zwischen der Summe
der Cannabinoid-Carbonsauren A9-THCA-A und A9-THCA-B und dem phenolischen
A9-THC in den Laubblattern und Blutenstanden von Cannabis sativa L. reicht von 2 : 1
bis > 20 : 1 4 %% Dabei scheinen klimatische Bedingungen Einfluss auf das Verhaltnis
zwischen beiden A9-THCA und A9-THC zu nehmen. Wahrend Pflanzen aus
gemaligten Regionen ein Verhaltnis von 17 : 1 aufweisen, betragt dieses in Pflanzen
aus den ursprunglichen Verbreitungsgebieten mit warmerem Klima lediglich 2 : 1. In
Cannabis-Harz (Haschisch) reicht das Verhaltnis zwischen beiden A9-THCA und
A9-THC von 0,5 : 1 bis 6,1 : 1 144>,

Neben Cannabinoiden enthalt Cannabis sativa L. im harzartigen Sekret der
Driisenschuppen atherisches Ol (0,1-0,3% bezogen auf das luftgetrocknete

Pflanzenmaterial) °!

, welches zu 85 % aus weit verbreiteten Monoterpenen (u.a.
a-Pinen, B-Pinen, Limonen, Myrcen, Ocimen) und Sesquiterpenen (u.a. a- und
B-Caryophyllen) besteht *?). Daneben sind im atherischen Ol auch Spuren nicht-
terpenoider Verbindungen (u.a. cis- und trans-Anethol, Eugenol, iso-Eugenol) enthalten.
Der typische Cannabis-Geruch, auf welchen auch Drogenspurhunde dressiert werden,
ist auf Caryophyllenepoxid zurtckzufuhren.

Bei den in Cannabis sativa L. nachgewiesenen nicht-cannabinoiden Phenolen
(Cannabipren, Cannabispiron, Cannithren-1) handelt es sich um Spiroindane,
Dihydrostilbene und Verbindungen mit einer Dihydrophenanthren-Struktur %, Sie sind
Uberwiegend in den Laubblattern lokalisiert und kommen einzeln in Konzentrationen bis

zu 0,05 % bezogen auf das getrocknete Pflanzenmaterial vor. Fir Cannabis sativa L.



1.1 Cannabis 7

sind nur wenige stickstoffhaltige Verbindungen beschrieben ** *21. Neben quartéren
Basen (Cholin, Trigonellin, L-(+)-Isoleucin-betain) und Aminen (Piperidin und Hordenin)
wurde aus den Wurzeln N-(p-Hydroxyphenylethyl)-p-hydroxy-(trans)-cinnamid, ein als

B8 In den Laubblattern,

Pflanzeninhaltsstoff selten vorkommendes Amid, isoliert
Stangeln und Wurzeln sind die Spermidinalkaloide Cannabisativin  und
Anhydrocannbisativin enthalten. Daneben enthalten die Laubblatter von Cannabis
sativa L. auch fur andere Arten beschriebene Flavonoidglykoside wie Orientin, Vitexin
und Isovitexin 2% 41,

Die Strukturen der hier genannten nicht-cannabinoiden Inhaltsstoffe sind im Anhang

(Kapitel 7.1) aufgefuhrt.

1.1.3 Biogenese

Biogenetisch besitzen alle Cannabinoide den gleichen Ursprung. Heute ist allgemein
anerkannt, dass die Biogenese der Monoterpen-Struktur Gber den Deoxyxylulose-Weg
verlauft, wahrend die Alkylresorcinol-Struktur Uber den Polyketid-Weg aufgebaut
wird 1. Deshalb wird angenommen, dass eine Polyketid-Synthase fiir die Biogenese
der Olivetolsaure (OLA) verantwortlich ist. Dabei wird aus einer Hexanoyl-CoA-Einheit
und drei Malonyl-CoA-Einheiten zunachst eine Tetraketid-Zwischenstufe aufgebaut,
welche (iber eine Aldol-Kondensation zur Bildung von OLA fiihrt 8. Allerdings ist der
Mechanismus der OLA-Biogenese bisher noch nicht aufgeklart 9",

Durch eine Kondensation von Geranylpyrophosphat (GPP) (Terpen-Struktur) und OLA
(Alkylresorcinol-Struktur)  entsteht Cannabigerolsaure (CBGA), welche eine
Schlusselrolle in der Cannabinoid-Biogenese besitzt. Die Biogenese von CBGA wird
durch  die  Geranylpyrophosphat : Olivetolat-Geranyltransferase  (GOT), eine

Prenyltransferase, katalysiert [,

Wahrend die meisten anderen pflanzlichen
Prenyltransferasen membrangebunden sind ' ©°% ist die GOT I6slich ', Substrat
der GOT ist neben GPP auch Nerylpyrophosphat (NPP), dessen Kondensation mit OLA
zur Bildung von Cannabinerolsaure (CBNRA) fuhrt. Allerdings erfolgt die Umsetzung
von GPP deutlich schneller als die von NPP, so dass der Gehalt an CBGA in Cannabis
sativa L. hoher ist als der von CBNRA. Darlber hinaus ist die GOT spezifisch fur OLA,
d.h. Olivetol, das Decarboxylierungsprodukt von OLA, ist kein Substrat der GOT ©".
Wird GPP anstelle von OLA (2,4-Dihydroxy-6-n-pentyl-benzoesaure) dagegen mit

2,4-Dihydroxy-6-n-butyl-benzoesaure, 2,4-Dihydroxy-6-n-propyl-benzoesaure  oder
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2,4-Dihydroxy-6-methyl-benzoesaure verknulpft, entstehen Homologe mit variierender
Lange der aliphatischen Seitenkette (Cs-, C3- und C4- Seitenkette).

CBGA wird schlieBlich unter Katalyse der Oxidoreduktasen Cannabichromensaure-
(CBCA)-Synthase, CBDA-Synthase und A9-THCA-Synthase durch eine oxidative
Cyclisierung der Geranyl-Gruppe zu CBCA, CBDA und A9-THCA oder ihren
Homologen umgesetzt °". Fiir die Reaktion sind keine Metallionen, Co-Faktoren oder
Co-Enzyme erforderlich. Die Umsetzung erfolgt fir A9-THCA und CBGA stereoselektiv,
d.h. durch die A9-THCA-Synthase bzw. CBDA-Synthase werden zu mehr als 95 %
(-)-A9-THCA bzw. (-)-CBDA gebildet. Die Stereospezifitat der Umsetzung von CBCA ist
dagegen geringer, so dass CBCA als Gemisch von (-)- und (+)-Enantiomeren im
Verhaltnis 5:1 gebildet wird "1 Bislang ist jedoch nicht bekannt, welches Enantiomer
bei der Biosynthese Uberwiegt. Neben CBGA wird auch dessen Z-Isomer CBNRA durch
die A9-THCA-Synthase bzw. die CBDA-Synthase zu A9-THCA bzw. CBDA umgesetzt.
Allerdings weist die hohere Spezifitat beider Enzyme fur CBGA darauf hin, dass
A9-THCA und CBDA Uberwiegend aus CBGA gebildet werden.

Wie auch bereits fur die GOT beschrieben, ist die Carbonsaure-Gruppe fir die
Erkennung des Substrates durch die A9-THCA-Synthase essentiell ©'. Die
Charakterisierung der strukturellen und funktionalen Eigenschaften der A9-THCA-
Synthase gelang erst kiirzlich durch Klonierung *!. Durch eingehende Untersuchungen
konnte dabei der Reaktionsmechanismus der  Flavin-Adenin-Dinukleotid-
(FAD)-abhangigen A9-THCA-Synthase aufgeklart werden. Ferner konnte klrzlich das
Enzym kristallisiert werden . Die A9-THCA-Synthase wird in den Subkutikularraum
der Driisenhaare sezerniert und katalysiert dort die Bildung von A9-THCA 9. Die
Sekretion der A9-THCA-Synthase ist erforderlich, da A9-THCA fur Pflanzenzellen ein
potentes Toxin darstellt und bei der Umsetzung von CBGA neben A9-THCA auch
Wasserstoffperoxid entsteht. Darlber hinaus induziert A9-THCA in Pflanzen- wie auch
in Insektenzellen den Zelltod. Physiologisch dient die A9-THCA-Synthase damit
wahrscheinlich der Abwehr von Frallschadlingen. Eine ausflhrliche biochemische
Untersuchung der CBDA-Synthase bzw. CBCA-Synthase zur Aufklarung ihrer Struktur
und des Reaktionsmechanismus ist bisher noch nicht beschrieben.

Die Decarboxylierung der Cannabinoid-Carbonsauren zu den phenolischen
Cannabinoiden CBC, CBD und A9-THC erfolgt schlieBlich durch eine nicht-

enzymatische Reaktion.
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Abb. 1.3 Biogenese der Cannabinoide am Beispiel der Hauptinhaltsstoffe von Drogen- und Faserhanf
A9-THCA, CBDA und CBCA.

1.1.4 Physikalisch-chemische Eigenschaften

Die physikalisch-chemischen Eigenschaften von A9-THC und dessen biogenetischem

Vorlaufer A9-THCA-A sind in Tab. 1.3 zusammengefasst.
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Tab. 1.3

Physikalisch-chemischen Eigenschaften von A9-THC und A9-THCA-A.

A9-THC

A9-THCA-A

Systematische Bezeichnung
(nach IUPAC)

Summenformel
Molekulargewicht
Schmelzpunkt
Siedepunkt

Brechungsindex

(-)-(6aR,10aR)-6,6,9-Trimethyl-
3-pentyl-6a,7,8,10a-tetrahydro-
6H-benzo[c]chromen-1-ol
C21H3002

314,4647 g/mol

40°Cc "

220°c "

a°50-150,5°(c = 0,53 in CHCl,)

1-Hydroxy-(-)-(6aR,10aR)-
6,6,9-trimethyl-3-pentyl-6a,7,8,10a-
tetrahydrobenzo[c]chromen-
2-carbonsaure

C22H3OO4

358,4712 g/mol

70°C™

Zersetzung oberhalb 120°C '@
[73, 74]

aP,4 -220,0° (c = 0,75 in CHCly)
Amax 224 nm, 266 nm, 304 nm

(in Methanol)™

UV Anax Amax 283 nm (in Ethanol) Ao 226 nm, 280 nm, 312 nm
(in Cyclohexan)™

Loslichkeit 2,8 g/l Wasser (bei 23°C)"” nicht bekannt

pKs 10,6 7% 771 3,31 % 0,60 (bei 25°C)

\o/::’?er?loulévgy:ksc?:f;}zient 76" nicht bekannt

logP 5,346 "° 5,045 "®l

Cannabinoid-Carbonsauren sind instabile Verbindungen und werden leicht zu den
entsprechenden phenolischen Cannabinoiden abgebaut. Wahrend der Lagerung bei

Raumtemperatur  erfolgt diese  Decarboxylierung nur langsam, erhohte

Lagertemperaturen beschleunigen den Abbauprozess dagegen ¥ ** 7 I Fir die
thermisch induzierte Freisetzung von A9-THC aus seinem biogenetischen Vorlaufer
A9-THCA wurde ein Erhitzen auf 200-210°C fir 5 Minuten als optimal beschrieben,

allerdings sind fur diese Umsetzung auch wenige Sekunden in einem brennenden

[44, 80] [75, 79]

Cannabis-Joint ausreichend . Darlber hinaus induzieren Lichteinwirkung

sowie alkalische Bedingungen ebenfalls die Decarboxylierung 4.

Die phenolischen Cannabinoide konnen ihrerseits oxidativ oder photochemisch weiter
abgebaut werden ?° *4. Fiir die Lagerung (dunkel, trocken) von Marihuana Uber einen

Zeitraum von 47 Wochen wurde beschrieben, dass der A9-THC-Gehalt bei einer

Lagertemperatur von 5°C um 7 %, bei einer von 20°C dagegen um 13 % abnahm 4 81,

Bedeutende Abbauprodukte sind CBN aus A9-THC, CBL aus CBC und CBE aus CBD.

Dariber hinaus haben Untersuchungen an Lésungen von Cannabinoid-

Reinsubstanzen, Cannabis-Extrakten, getrocknetem Pflanzenmaterial und gepresstem

Harz gezeigt, dass die phenolischen Cannabinoide lichtempfindlich sind und ihr Abbau

[29]

durch die Einwirkung von UV-Licht beschleunigt wird “*. Fur das halbsynthetische
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A9-THC-Analogon Dronabinol ist ein schneller Abbau unter sauren Bedingungen
beschrieben, der durch Wasserstoff-lonen katalysiert wird und einer Kinetik 1. Ordnung

folgt "1,

1.1.5 Cannabisprodukte

Als Marihuana oder Cannabis-Kraut bezeichnet man die getrockneten, zerkleinerten
und von groben Stangelteilen befreiten blihenden Spitzentriebe der weiblichen
Pflanzen 2. Fiir die Herstellung von Marihuana werden die Spitzentriebe geerntet, an
der Luft getrocknet und anschlieRend zu kleinen Ballen gepresst 2. Gelegentlich
erfolgt zusatzlich eine Fermentation durch kontrolliertes Schimmeln. Der
Gesamt-A9-THC-Gehalt von Marihuana variiert mit 1-20 % (bezogen auf das
getrocknete Pflanzenmaterial) stark 1**! und liegt tiblicherweise bei 10 - 20 %.

Als Haschisch oder Cannabis-Harz bezeichnet man das von den Laubblattern und
Bliitenstanden der weiblichen Pflanzen ausgeschiedene Harz 2. Die Gewinnung des
Harzes erfolgt entweder durch Abreiben oder Ausklopfen [#2. Beim Abreiben werden die
harzreichen Pflanzenteile vorsichtig zwischen den Handflachen gerieben, wobei die
Drisenhaare aufbrechen und das austretende Harz auf den Handflachen kleben bleibt,
wo es zu Kugeln geformt wird. Um das Harz auszuklopfen, werden die Blutenstande der
geernteten und etwa einen Monat getrockneten Pflanzen Uber einem Sieb
ausgeschuttelt. Dabei fallen die gréReren und harzreichen Drisenhaare als Harzstaub
an und werden durch das Sieb von den anderen Pflanzenteilen und dem Samen
getrennt. AnschlieRend wird das Harz zu Haschisch-Platten verpresst. Zur
Charakterisierung unterschiedlicher Haschischqualitaten anhand ihrer Farbe sind
Bezeichnungen wie ,Blonder Marokkaner”, ,Gruner Turke“, ,Roter Libanese“ und
Schwarzer Afghane Ublich ®¥. Der Gesamt-A9-THC-Gehalt variiert mit 1-20 %
ebenfalls stark [ und betragt in der Regel 5 - 15 %.

Unter Haschisch-Ol versteht man einen sirupartigen Cannabis-Extrakt, der sich mit
zunehmendem Alter teerartig verfestigt. Zu seiner Gewinnung wird Marihuana in einem
Destillationsapparat erhitzt, wobei das Harz verdampft. Daneben ist auch eine
Extraktion von Marihuana mit organischen Losungsmitteln mdglich, welche
anschlieBend durch Destillation entfernt werden. Der Gesamt-A9-THC-Gehalt von
Haschisch-Ol reicht bis 85 % 1#2,
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1.1.6 Gesetzliche Bestimmungen

In der Bundesrepublik Deutschland (BRD) sowie in den meisten anderen Landern
weltweit ist der Anbau, die Herstellung, der Handel, die Ein- und Ausfuhr, die Abgabe,
die Veraulderung, das in Verkehr bringen sowie der Erwerb von Cannabis und seinen
Produkten verboten. In der BRD werden Pflanzen, Pflanzenteile und Harz in Anlage |
des Gesetzes uber den Verkehr mit Betaubungsmitteln (BtMG) als nicht verkehrsfahige
und nicht verschreibungsfahige Betaubungsmittel eingestuft **. Davon ausgenommen
sind die Samen, sofern sie nicht zum unerlaubten Anbau bestimmt sind, die Pflanzen,
wenn ihr Gehalt an A9-THC 0,2 % nicht Ubersteigt und der Verkehr mit ihnen
(Ausnahme der Anbau) ausschlieBlich gewerblichen Zwecken dient, die einen
Missbrauch zu Rauschzwecken ausschlielen, sie als Schutzstreifen bei der
Rubenzichtung gepflanzt und vor der Blite vernichtet werden oder ihr Anbau
ausschlieRlich aus zertifiziertem Saatgut erfolgt, bei dessen Sorten der Gehalt an
A9-THC von 0,2 % nicht Uberschritten wird (Nutzhanf). Dronabinol, halbsynthetisch
hergestelltes A9-THC, wird dagegen in Anlage lll des BtMG als verkehrfahiges und
verschreibungsfahiges Betaubungsmittel gefuhrt, d.h. Dronabinol kann auf Rezept
verordnet werden. Da in Deutschland jedoch =zurzeit kein entsprechendes
Fertigarzneimittel im Handel erhaltlich ist, muss dieses entweder aus dem Ausland
importiert werden (z.B. Marinol® aus den USA) oder eine Apotheke stellt eine
Dronabinol-haltige Rezeptur her.

Die Erteilung einer Erlaubnis zum Verkehr mit Pflanzen der Gattung Cannabis sowie
Cannabisprodukten ist nur ausnahmsweise zu wissenschaftlichen oder anderen im
offentlichen Interesse liegenden Zwecken mdoglich. Nach einem Urteil des
Bundesverwaltungsgerichts stellt die ausreichende Therapie eines einzelnen Patienten
ebenfalls ein Anliegen der Allgemeinheit dar. So wurde im August 2007 erstmals die
Erlaubnis fir den Bezug eines Cannabis-haltigen Arzneimittels Uber eine Apotheke
erteilt.

Da der Konsum von Cannabis ein erhebliches Gefahrenpotential fur die
Verkehrssicherheit bedeutet, wurde Cannabis bei der Neuregelung des § 24a
StraRenverkehrsgesetz (StVG) in der entsprechenden Anlage beriicksichtigt .
Ordnungswidrig handelt demnach, wer unter Wirkung von Cannabis im Straldenverkehr
ein Kraftfahrzeug fuhrt. Eine Wirkung liegt vor, wenn der psychoaktive Hauptwirkstoff

A9-THC im Blut nachgewiesen wird. Eine Ordnungswidrigkeit liegt dagegen nicht vor,
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wenn der Wirkstoff aus der bestimmungsgemalien Einnahme eines flr einen konkreten
Krankheitsfall verschriebenen Arzneimittels herruhrt.

Bei der Neuregelung des § 24a StVG ging der Gesetzgeber allerdings davon aus, dass
sich  Wirkungs- und Nachweisdauer von A9-THC wie bei anderen psychoaktiven
Wirkstoffen decken. Da A9-THC jedoch weit Uber seine Wirkungsdauer hinaus im Blut
nachgewiesen werden kann, setzt die aktuelle Rechtsprechung fur eine Verurteilung
wegen einer Ordnungswidrigkeit nach § 24a StVG mindestens den Nachweis von
1,0 ng/ml A9-THC voraus. Es handelt sich bei diesem Grenzwert jedoch nicht um einen
feststehenden Wert, ab dem eine eingeschrankte Leistungsfahigkeit zu erwarten ist,
sondern um einen vom wissenschaftlichen Fortschritt abhangigen, analytischen
Grenzwert. Damit ist der festgelegte Grenzwert von 1 ng/ml im Blut eines Betroffenen
gemal} geltender Rechtssprechung lediglich als Entscheidungsgrenze anzusehen, ab
der ein abstraktes Gefahrdungspotential vorliegt.

Eine strafrechtliche Verurteilung nach den §§ 315¢c und 316 Strafgesetzbuch (StBG)
setzt voraus ® dass zusatzlich Cannabis-bedingte Ausfallerscheinungen als Beweis
fur eine Fahruntlchtigkeit festgestellt wurden, so dass ein sicheres Fuhren eines

Kraftfahrzeugs nicht maoglich ist.

1.2 Pharmakokinetik von A9-THC

Da in der pflanzlichen Biogenese Cannabinoid-Carbonsauren als biogenetische
Vorldufer der phenolischen Cannabinoide gebildet werden " liegen in frischem
Pflanzenmaterial mehr als 95 % des verfiigbaren A9-THC in Form von A9-THCA-A ['>
81 vor. A9-THCA-B, das Strukturisomer von A9-THCA-A mit der Carbonsaure-Gruppe in
Position 4, ist dagegen nur in geringen Mengen oder gar nicht vorhanden. Aufgrund der
bekannten thermischen Instabilitdt der Cannabinoid-Carbonsauren ging man lange
davon, dass A9-THCA-A - sofern nicht bereits teilweise durch Temperatur- und
UV-Lichteinwirkung wahrend der Lagerung oder durch Fermentationsprozesse
abgebaut — aufgrund der starken Hitzeeinwirkung wahrend des Rauchens oder
Backens durch Decarboxylierung vollstandig in A9-THC umgewandelt wird. Versuche in
einer Rauchapparatur haben jedoch gezeigt, dass entgegen dieser Annahme wahrend
des Rauchens nur etwa 30 % der im Pflanzenmaterial enthaltenen A9-THCA-A als
A9-THC im Rauch verfiigbar werden "2, Ein gewisser Anteil der nicht in A9-THC
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umgewandelten A9-THCA-A wird zwar durch Pyrolyse zerstort, der verbleibende Anteil
der nicht-decarboxylierten A9-THCA-A steht jedoch zur inhalativen Absorption zur
Verfigung.

Wahrend zahlreiche Publikationen zur Absorption und Distribution, zum Metabolismus
und zur Elimination des psychoaktiven Hauptwirkstoffs A9-THC, dessen oxidativen
Hauptmetaboliten 11-Hydroxy-A9-Tetrahydrocannabinol (11-OH-A9-THC)  und
11-Nor-9-Carboxy-A9-Tetrahydrocannabinol (A9-THC-COOH), CBD sowie CBN zur
Verfiigung stehen und kiirzlich in mehreren Reviews zusammengefasst wurden ** 87
8l liegen bislang keine publizierten Daten zur Pharmakokinetik von A9-THCA-A vor.
Dies ist wahrscheinlich auf die bislang geltende Annahme zuruckzufuhren, dass
A9-THCA-A beim Rauchen nahezu vollstandig in A9-THC umgewandelt wird. Auch Uber
die Wirkung von A9-THCA-A st bisher wenig bekannt, allerdings werden
immunmodulatorische Effekte diskutiert .

Nachfolgend werden die wichtigsten pharmakokinetischen Parameter von A9-THC
beschrieben. Es wurden keine wesentlichen Unterschiede in der Pharmakokinetik
zwischen Mannern und Frauen sowie zwischen Gelegenheits- und Dauerkonsumenten

festgestellt [*4 87, 88, 90-93]

1.2.1 Absorption

Zu Rauschzwecken erfolgt die Absorption der in Cannabisprodukten enthaltenen
Wirkstoffe meistens inhalativ durch Rauchen eines Joints oder einer Wasserpfeife
sowie oral in Form von Geback. Fur therapeutische Anwendungen wurden jedoch auch
zahlreiche andere Darreichungsformen und Applikationswege wie Augentropfen fur
ophthalmische, Extrakte fur sublinguale oder Suppositorien fur rektale Applikation in

Betracht gezogen ¥+ 0",

1.2.1.1 Inhalative Absorption

Fur viele Cannabis-Konsumenten ist die inhalative Absorption die bevorzugte
Applikationsart, da sie sich durch schnelle Freisetzung und rasches Anfluten des
psychoaktiven Hauptwirkstoffs A9-THC auszeichnet " 88 Dariiber hinaus ist eine
biologische Titration der Dosis und damit eine Steuerung der gewulnschten

Wirkungsstarke moglich 7 881,
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Bei inhalativer Absorption ist A9-THC innerhalb weniger Sekunden nach
Absorptionsbeginn im Plasma nachweisbar und erreicht nach 3 bis 10 Minuten die
maximale Plasmakonzentration ['°%%! Parallel dazu treten die ersten Cannabis-Effekte
auf. Die systemische Bioverfugbarkeit schwankt bei dieser Applikationsform stark und
reicht von 2 bis 56 %, wobei die Inhalationstechnik (Zahl, Dauer und Abstand der
Inhalationen), -tiefe sowie -dauer grof3en Einfluss auf die systemische Bioverfugbarkeit

nehmen [67. 88, 107-109]

. So wird fur regelmaflige Konsumenten eine systemische
Bioverfiigbarkeit von 23 + 16 % bzw. 27 + 10 % %% "% f{ir Gelegenheitskonsumenten
dagegen nur eine von 10+7 % bzw. 14 +1 % berichtet 4. Untersuchungen an
Rauchmaschinen haben gezeigt, dass der A9-THC-Gehalt im Hauptstromrauch
16-19 % betragt und maximal einen Gehalt von 69 % erreichen kann ™. Die
verbleibenden 30 % werden vermutlich durch Pyrolyse zerstért. Beim realen Cannabis-
Konsum fuhren eine partielle Zerstérung in der Glut, Verluste Uber den
Nebenstromrauch sowie unvollstandige Absorption in der Lunge zu zusatzlichen
Verlusten an A9-THC. Durch die Verwendung einer Wasserpfeife kann eine effektivere
Absorption erzielt werden, da bei dieser Konsumart weniger Nebenstromrauch entsteht

und so ein A9-THC-Gehalt von bis zu 45 % im Hauptstromrauch erreicht wird [,

1.2.1.2 Orale Absorption

Bei oraler Applikation erfolgt die Absorption langsamer und ungleichmafiger, so dass
die maximale Plasmakonzentration erst nach etwa 60 bis 120 Minuten erreicht wird “**
92,1031 Dje systemische Bioverfiigbarkeit ist im Vergleich zur inhalativen Applikation
deutlich geringer, was einerseits auf einen partiellen Abbau von A9-THC im
Magen-Darm-Trakt und andererseits auf einen ausgepragten First-Pass-Metabolismus
in der Leber zuriickzufiihren ist . Der niedrige pH-Wert in Magen und Diinndarm fiihrt
teilweise zur Isomerisierung von A9-THC zu A8-THC sowie zur Protonierung des
Pyranringes, gefolgt von einem weiteren Abbau "1, In der Literatur wird die systemische
Bioverfiigbarkeit mit 6 +3 % bzw. 7 +3 % angegeben " '%! wobei jedoch starke

interindividuelle Schwankungen zu beobachten sind.

1.2.2 Distribution

Aufgrund seiner hohen Lipophilie erfolgt die Verteilung von A9-THC im Korper in
mehreren Phasen "% In der primdren Umverteilungsphase findet eine rasche
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Umverteilung von A9-THC aus dem Blut in stark durchblutete Gewebe wie Lunge, Herz,
Gehirn und Leber statt. Diese Umverteilung sowie der Metabolismus in der Leber fihren
zu einem raschen Absinken der A9-THC-Konzentration im Blut kurz nach dem Ende der
Inhalation 4 8788 11 7ym Zeitpunkt der maximalen psychoaktiven Wirkung befindet
sich jedoch nur etwa 1 % der intravends verabreichten A9-THC-Dosis im Gehirn 4 2]
Es wird angenommen, dass nach intravendser Applikation innerhalb von sechs Stunden
ein Ausgleich der A9-THC-Konzentrationen zwischen Plasma und Gewebe erreicht wird
[44.91 '|n der sekunddren Umverteilungsphase erfolgt eine Akkumulation in schwécher
durchbluteten Geweben und schlieRlich im Fettgewebe “* 313 Das Fettgewebe
bildet den Langzeitspeicher fir A9-THC, wobei bereits nach einer Einmaldosis ein
Konzentrationsverhaltnis von Fettgewebe zu Plasma von bis zu 10* : 1 erreicht wird 1*
"8 Ein beachtlicher Teil wird als Fettsdurekonjugate von A9-THC und 11-OH-A9-THC
eingelagert 4 117 1181

Treibende Kraft dieser Umverteilungsprozesse scheinen allein die physikalisch-
chemischen Eigenschaften von A9-THC zu sein, ohne dass aktive Transportvorgange
oder spezifische Barrieren Einfluss auf die A9-THC-Konzentration in den Geweben
nehmen ¥* "9 |m Blut werden etwa 90 % des A9-THC im Plasma verteilt, wahrend die
iibrigen 10 % in die roten Blutkdrperchen verteilt werden ¥* 2% |m Plasma wiederum
werden 95-99 % des A9-THC an Plasma-Proteine gebunden, wobei die Bindung

hauptséchlich an Lipoproteine und nur in geringerem AusmaR an Albumin erfolgt 4 %%

120-122].

Der Plasma-Konzentrations-Zeit-Verlauf wurde mit verschiedenen pharmakokinetischen
Modellen beschrieben !, darunter einfachere Modelle wie offene Zwei- ** ' Drei-
[124-1261 5der Vier-Kompartiment-Modelle ®%, aber auch deutlich komplexere Modelle wie
Finf- oder Sechs-Kompartiment-Modelle ['". Initial ist das Verteilungsvolumen (Vp) mit
etwa 2,3-3 | fur eine lipophile Substanz wie A9-THC ungewohnlich gering und gleich
dem Plasmavolumen . Fiir Gelegenheitskonsumenten wird ein initiales Vp von 2,55 +
1,931, fir Dauerkonsumenten dagegen eines von 6,38 + 4,11 beschrieben ** %9,
Kiirzlich wurde das mittlere Vp neu bestimmt und wird nun mit 236 | angegeben ** 271,
Dieses Vp zeigt, dass der Grofteil des aufgenommenen A9-THC im Gewebe verteilt
wird 4,

A9-THC passiert die Plazenta-Schranke ¥+ 8 8. 1281 Dapei ist der Konzentrations-Zeit-
Verlauf von A9-THC im fetalen gleich dem im maternalen Plasma, allerdings werden im

fetalen Plasma geringe A9-THC-Konzentrationen verzeichnet als im maternalen ** 2%
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130 Aufgrund seiner hohen Lipophilie geht A9-THC auBerdem in die Milch {ber und

kann dort bei Dauerkonsum akkumulieren 14 87,88, 131,132]

1.2.3 Metabolismus

1.2.3.1 Hepatischer Metabolismus

Der Metabolismus von A9-THC erfolgt hauptsachlich in der Leber durch Hydroxylierung
und Oxidation, welche durch Cytochrom P450-(CYP)-Isoenzyme katalysiert werden **
133,134 Zwischen verschiedenen Spezies wurden deutliche Unterschiede im AusmaR
der Bildung bestimmter Metabolite beobachtet, welche auf unterschiedliche Ausstattung
mit CYP-Isoenzymen zuriickzufiihren sind ['**'% Annahrend 100 A9-THC-Metabolite
wurden inzwischen identifiziert '*®, darunter viele monohydroxylierte, aber auch di- und
trihydroxylierte Verbindungen, Aldehyde, Ketone sowie Carbonsauren - 88 1981 Bejm
humanen Metabolismus dominieren Oxidation in Allyl-Position, Epoxidierung,
aliphatische Oxidation, Decarboxylierung und Konjugation ®'.

Beim Menschen wie auch in anderen Spezies wird A9-THC v.a. in Position 11 unter
Bildung des psychoaktiven Metaboliten 11-OH-A9-THC hydroxyliert 136 146 1471
daneben erfolgen Hydroxylierungen in Position 8 Uberwiegend unter Bildung von
8B-Hydroxy-A9-THC, aber auch von 8a-Hydroxy-A9-THC. Beide
8-Hydroxy-A9-THC-Metabolite kdnnen zum entsprechenden Keton, A9-THC-8-on,
weiter oxidiert werden "®1%% AQ-THC wird auRerdem in Position 9-10 epoxidiert und

anschlieBend mit Glutathion konjugiert ['3* %1,

Untersuchungen an humanen
Lebermikrosomen haben gezeigt, dass CYP2C9 v.a. fur die Hydroxylierung in
Position 11 verantwortlich zu sein scheint, wahrend CYP3A4 die Bildung von
8B-Hydroxy-A9-THC, Epoxyhexahydrocannabinol und einigen Nebenmetaboliten
katalysiert ['3% 152 153 |n Rattenlebermikrosomen hingegen ist bei mannlichen Tieren
CYP2C11 " bei weiblichen Tieren CYP2C6 verantwortlich fiir die Hydroxylierung in
Position 11 1°% 1%¢1. 11_-OH-A9-THC wird, vermutlich katalysiert von einer mikrosomalen
Oxygenase, uber die Aldehyd-Zwischenstufe 11-Oxo-A9-THC zu A9-THC-COOH
oxidiert "2 und schlieBlich als A9-THC-COOH-Glucuronid ausgeschieden %7,
Daneben wird 11-OH-A9-THC jedoch auch an Fettsauren gebunden und stellt als
Fettsaurekonjugat eine Speicherform von A9-THC im Kérper dar ['"®. Dariiber hinaus
wurden weitere Phase |I-Metabolite mit Hydroxyl-Gruppen in Position 1° bis 5 der

Pentyl-Seitenkette = beschrieben, welche Uber eine B-Oxidation in die
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korrespondierenden Carbonsauren iberfiihrt werden ['°" 198180 A9_-THC wird jedoch
auch direkt glucuronidiert und als A9-THC-Glucuronid im Urin eliminiert {198 161
A9-THC-COOH, der Hauptmetabolit im Phase |I-Metabolismus beim Menschen sowie

den meisten anderen Spezies 7 8. 151

, wird in Phasell v.a. mit Glucuronsaure
konjugiert " ! Daneben schlieRt der Phase II-Metabolismus auch die Bildung von
Sulfaten,  Glutathion-, Aminosaure- oder Fettsdure-Konjugaten ein. Die
Konjugationsreaktionen erfolgen hauptsachlich an der Carboxyl-Gruppe in Position 11,
allerdings ist auch ein Angriff an der phenolischen Hydroxyl-Gruppe moglich. Deshalb
ist auch die Bildung von zweifach glucuronidierten Metaboliten denkbar, obwohl dabei
eine sterische Hinderung in Betracht kommt.

Die systemische Clearance betragt bei Gelegenheitskonsumenten ungefahr 36 I/h, bei
regelmaRigen Konsumenten dagegen bis zu 60 I/h ®°. Damit kommt die systemische
Clearance dem Volumen des hepatischen Blutflusses gleich * 'l so dass die
Durchblutung der Leber der limitierende Faktor beim Metabolismus von A9-THC zu sein
scheint. Diese hohe systemische Clearance erklart auch den ausgepragten
First-Pass-Metabolismus von A9-THC bei oraler Absorption, der zur vermehrten Bildung
von 11-OH-A9-THC filhrt ¥4, Demgegeniiber wird bei Inhalation deutlich weniger
11-OH-A9-THC gebildet " 88 94 da in der Lunge nur ein geringer Anteil des

absorbierten A9-THC prasystemisch metabolisiert wird.

1.2.3.2 Extrahepatischer Metabolismus

Die CYP-Familien 1 bis 4 sind hauptsachlich fir den Metabolismus von Xenobiotica
verantwortlich und finden sich neben der Leber, auch in geringem Ausmal} in Lunge,
Dunndarm, Knochenmark, Mastzellen, Gehirn, Pankreas, Gallenblase, Niere, Haut,
Speicheldriisen und Hoden 7 8. 1821 |;m Gehirn weisen insbesondere Hirnstamm,
bestehend aus Mesencephalon (Mittelhirn), Pons (Bricke) und Medulla oblongata
(verlangertes Ruckenmark) sowie Cerebellum (Kleinhirn) eine hohe Dichte an
CYP-Isoenzymen auf 1+ 8182 Deshalb sind neben der Leber, auch andere Gewebe
wie Darm, Lunge und Gehirn am Metabolismus von A9-THC beteiligt [87, 88, 162-163] |,
Lunge und Gehirn werden dabei v.a. monohydroxylierte A9-THC-Metabolite gebildet,
wobei die Monohydroxylierung in Position 4 der Pentyl-Seitenkette vorherrscht. Beim
Metabolismus im  Gastro-Intestinal-Trakt finden dagegen alle Arten von

Hydroxylierungen statt.
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1.2.4 Elimination

1.2.4.1 Elimination aus dem Plasma

Die Elimination von A9-THC aus dem Plasma erfolgt nur langsam. So sinkt nach
intravendser Applikation die A9-THC-Konzentration im Plasma aufgrund der
Umverteilung in die Gewebe zwar zunachst rasch, mit zunehmendem zeitlichen
Abstand zum Konsum verlangsamt sich die Elimination jedoch ¥* 1% Die langsame
Elimination aus dem Plasma beruht dabei auf der langsamen Ruckdiffusion von
A9-THC aus dem Fettgewebe bzw. anderen Gewebe in das Blut ** "9 |n der Literatur
wird die terminale Plasma-Eliminationshalbwertszeit (t12z) von A9-THC sehr
unterschiedlich angegeben, da diese aufgrund des langsamen Ausgleichs zwischen
Plasma und  Fettgewebe und der daraus resultierenden  geringen
Plasmakonzentrationen schwierig zu bestimmen ist *4. Wall et al. haben die ti/2z von
A9-THC mit 25-36 Stunden bestimmt ©2. Dabei wurde allerdings ein
Beobachtungszeitraum von 72 Stunden gewabhlt, der fur eine exakte Bestimmung nicht
ausreichend ist und dadurch zu einer Unterschatzung der tipq fihrt 7 88 Auch in
anderen Studien mit ahnlichen Beobachtungszeitraumen wurden fur A9-THC eine ty2
von 20-30 Stunden ermittelt % 7 123 |n einer Studie mit einem Beobachtungszeitraum
von 13 Tagen wurde unter Verwendung von deuteriertem A9-THC dagegen eine ti;
von 98,4 +26,4 Stunden ermittelt [®°,

Die Plasma-Eliminationshalbwertszeit der A9-THC-Metabolite ist langer als die von
A9-THC ¥, So wird die mittlere Plasma-Eliminationshalbwertszeit von A9-THC-COOH
fur Dauerkonsumenten mit 124,8 £ 19,2 Stunden und flir Gelegenheitskonsumenten mit
148,8 + 160,8 Stunden angeben 487881,

1.2.4.2 Elimination mit Urin und Fazes

A9-THC wird kaum unverandert eliminiert, sondern hauptsachlich in Form von Hydroxy-
und Carboxy-Metaboliten % 1% 51 \wobei etwa 65-80 % Uber die Fazes und etwa
20-35% im Urin ausgeschieden werden ¥+ 8 8. 92 |n den Fazes dominiert
11-OH-A9-THC 7 8 |m Urin erfolgt die Elimination von A9-THC dagegen
hauptsachlich als A9-THC-COOH-Glucuronid " wahrend die freie A9-THC-COOH
nicht in relevanten Konzentrationen ausgeschieden wird ** 171881 Daneben finden sich
im Urin jedoch zahlreiche andere A9-THC-Metabolite, darunter v.a. Carbonsauren,

welche ebenfalls mit Glucuronsaure konjugiert sind ¥ 88 Die Eliminationshalbwertszeit
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fur A9-THC-COOH wird in der Literatur in Abhangigkeit vom Beobachtungszeitraum mit
24-72 Stunden angegeben [+ 93 1691701 D renale Clearance von A9-THC ist nicht
konstant, sondern sinkt ausgehend von einer maximalen Clearance von 20 ml/min mit
zunehmendem zeitlichem Abstand zum Konsum bis auf eine Clearance von 1 ml/min “*
%l Die hohe Lipophilie von A9-THC und die dadurch bedingte hohe tubuldre
Ruckresorptionsrate in der Niere erklaren, warum im Urin kaum unverandertes A9-THC
ausgeschieden wird #4771,

A9-THC-Metabolite unterliegen einem ausgepragten enterohepatischen Kreislauf 4 %%
"1 Aufgrund dieses enterohepatischen Kreislaufs und der hohen Plasma-Protein-
Bindung erfolgt die Elimination von A9-THC und dessen Metaboliten hauptsachlich

biliar, ¥, wobei sie allerdings nur in unkonjugierter Form ausgeschieden werden 2 1721,

1.2.5 Modelle zur Abschatzung des Konsumzeitpunktes und der akuten Wirkung

In den letzten Jahren wurden verschiedene Ansatze und Berechnungsmodelle zur
Abschatzung des Zeitpunkts des letzten vorangegangenen Cannabis-Konsums, zur
Beurteilung des Vorhandenseins einer akuten Cannabis-Wirkung sowie zur

Einschatzung des Konsumverhaltens entwickelt.

1.2.5.1 Abschétzung des Zeitpunkts des letzten Cannabis-Konsums

Durch Auswertung der Daten aus klinischen Cannabis-Konsum-Studien wurden zwei
mathematische Berechnungsmodelle entwickelt, die es erlauben sollen, anhand einer
einzigen Plasmaprobe Aussagen uber den Zeitpunkt des letzten Cannabis-Konsums zu
treffen 1031731,

In Modell | wurde zunachst versucht, allein anhand der A9-THC-Konzentration im
Plasma abzuschatzen, wie lange der letzte Cannabis-Konsum zuruckliegt. Grundlage
fur dieses Modell war eine Klinische Studie, bei welcher die Probanden unter
kontrollierten Bedingungen eine Einmaldosis A9-THC in Form eines Cannabis-Joints
konsumiert hatten. Aus den erhaltenen Daten wurde eine empirische Berechungsformel
abgeleitet und ein Konfidenzintervall definiert, innerhalb dessen die Voraussagen des
Modells in 95 % der untersuchten Falle richtig waren.

Da Modell | jedoch die komplexen Umverteilungsprozesse, denen A9-THC im Korper
unterliegt, nicht angemessen abbilden kann, wurde in Modell Il die A9-THC-COOH-

Konzentration im Plasma als zusatzlicher Parameter aufgenommen. Die empirische
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Berechnungsformel wurde ebenfalls aus dem Datensatz der oben beschriebenen
Studie abgeleitet und wiederum ein 95 % Konfidenzintervall angegeben.

Die Richtigkeit der Voraussagen wurde anhand von Daten aus anderen klinischen
Studien Uberprift, in dem die ermittelten Cannabinoid-Konzentrationen in die
Berechungsformeln eingesetzt, die Konsumzeitpunkte berechnet und anschlieRend mit
den Daten der Studienprotokolle verglichen wurden. Die Voraussagen der Modelle
waren zwar im Allgemeinen korrekt, allerdings wurde der Zeitraum unmittelbar nach
dem Konsum uberschatzt, wahrend Zeitrdume mit deutlichem Abstand zum Konsum
unterschatzt wurden. Zusatzlich wurde Uberprift, ob die in den Studienprotokollen
verzeichneten Konsumzeitpunkte innerhalb der Konfidenzintervalle lagen. Die
Voraussagen trafen fur etwa 90 % der untersuchten Falle zu, allerdings war trotz der
beachtlichen Breite der Konfidenzintervalle teilweise eine erhebliche Abweichung von
den in den Studienprotokollen dokumentierten Konsumzeitpunkten zu verzeichnen.
Diese Beobachtung durfte hauptsachlich auf die starken interindividuellen
Schwankungen in der Pharmakokinetik der Cannabinoide zurtickzufuhren sein. Darlber
hinaus wurden bei dem flr die Entwicklung der Berechnungsformeln und dem fiur die
Uberprifung der Modelle herangezogenen Datensatz unterschiedliche Verfahren fir
Extraktion und Derivatisierung sowie verschiedene Messmethoden verwendet. Neben
der Probenlagerung nehmen auch Aufarbeitung und Messmethode entscheidenden
Einfluss darauf, in welchem Ausmal} das auch im Plasma in erheblicher Menge
vorhandene A9-THC-COOH-Glucuronid durch artefaktische Freisetzung als freie
A9-THC-COOH miterfasst wird ['. Entscheidend ist jedoch, dass sich die Modelle
nicht ohne weiteres auf reale Proben aus forensischen Fallen (Fahren unter dem
Einfluss von Cannabis) anwenden lassen, da in vielen dieser Falle von einem
chronischen Konsum auszugehen ist. Chronischer Konsum kann jedoch zur
Akkumulation der Cannabinoide und damit zu teilweise erheblichen Abweichungen von
den in kontrollierten klinischen Studien erhaltenen Daten fuhren, so dass
A9-THC-Konzentrationen unter 2 ng/ml im Plasma von den Berechnungen Uber diese
Modelle ausgeschlossen wurden. Allerdings ist gerade dieser Konzentrationsbereich in

StralRenverkehrsfallen besonders haufig vertreten.

1.2.5.2 Beurteilung des Vorhandenseins einer akuten Cannabis-Wirkung

Es ist bekannt, dass bei Cannabis-Konsum keine Korrelation zwischen der

A9-THC-Konzentration im Serum und dem Ausmaly der psychotropen Wirkung zu
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einem bestimmten Zeitpunkt festgestellt werden kann. Damit scheint bei A9-THC wie
auch bei vielen anderen zentralwirksamen Stoffen die Wirkungsintensitat weniger mit
der Konzentration im Serum als vielmehr mit der Konzentration am Wirkort, d.h. am
entsprechenden Rezeptor zu korrelieren. Diese Annahme wird durch die
beschriebenen, komplexen Umverteilungsprozesse von A9-THC im Korper gestitzt,
welche zu unterschiedlichen A9-THC-Konzentrationen im Serum und am Wirkort
fuhren. Bedingt durch Polymorphismen der metabolisierenden Enzyme sowie durch
Toleranzentwicklung unterliegt die Wirkungsintensitat zudem starken interindividuellen
Schwankungen.

Mit dem Cannabis-Influence-Factor (CIF) wurde deshalb versucht, eine rechnerische
GroRRe zu schaffen, welche wesentlich besser mit der A9-THC-Konzentration am Wirkort
und damit mit der Wirkungsintensitat korreliert als die reine A9-THC-Konzentration im
Serum '™ Der CIF errechnet sich aus der Summe der molaren Konzentration von
A9-THC und dessen psychoaktivem Metaboliten 11-OH-A9-THC dividiert durch die
molare Konzentration des psychoinaktiven Metaboliten A9-THC-COOH, multipliziert mit
dem Faktor zehn. Es handelt sich um eine ganzzahlige, dimensionslose GroRe. Wird
ein CIF groRer zehn errechnet soll nach Daldrup von einer absoluten Fahruntichtigkeit
ausgegangen werden.

Die Evaluation des CIF als rechnerische Grof3e zur Beurteilung einer akuten Cannabis-
Wirkung und damit einer Fahruntlchtigkeit erfolgte bislang fast ausschliel3lich anhand
von Daten aus forensischen Fallen (Fahren unter dem Einfluss von Cannabis). Aus den
ermittelten Cannabinoid-Konzentrationen im Serum wurde der CIF errechnet und mit
den in den zugehdrigen Untersuchungsprotokollen dokumentierten
Ausfallerscheinungen verglichen. Diese sind jedoch nur teilweise objektiv zu
Uberprifen.

Auch bei diesem Modell erweist sich die fehlende Standardisierung der Cannabinoid-
Analytik als  problematisch, da  A9-THC-COOH-Glucuronid durch eine
methodenabhangige, artefaktische Freisetzung als freie A9-THC-COOH miterfasst und

damit der CIF entscheidend beeinflusst werden kann U741,

Konstitutionsbedingt
variierende Verteilungsvolumina, interindividuelle Unterschiede im Metabolismus sowie

Akkumulation der Cannabinoide bei chronischem Konsum stellen weitere Probleme dar.
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1.2.5.3 Einschétzung des Konsumverhaltens

Die Einschatzung des Konsumverhaltens, also die Unterscheidung zwischen
einmaligem, seltenem bis gelegentlichem oder haufigem bis regelmalligem Konsum, ist
fur die Feststellung der Fahreignung von Cannabis-Konsumenten von entscheidender
Bedeutung. Wahrend die Flhrerscheinbehérden in Deutschland bei regelmaligem
Cannabis-Konsum grundsatzlich von einer fehlenden Fahreignung ausgehen, wird bei
einmaligen bis gelegentlichem Konsum dagegen vom Entzug der Fahrerlaubnis
abgesehen, wenn der Nachweis erbracht wird, dass die Fahigkeit zur Trennung von
Cannabis-Konsum und des Fuhrens eines Kraftfahrzeugs vorhanden und auch strikt
eingehalten wird. Fur die Einschatzung des Konsumverhaltens werden Befunde aus
Urin-, Blut- und Haaranalysen herangezogen.

Der Nachweis von Cannabinoiden im Urin erlaubt zwar eine Aussage daruber, ob in
den Tagen oder Wochen zuvor ein Cannabis-Konsum stattgefunden hat, allerdings
erschwert die lange Eliminationshalbwertszeit von A9-THC-COOH insbesondere bei
regelmaligem Konsum eine enge zeitliche Eingrenzung des Konsumzeitpunktes und
eine Einschatzung des Konsumverhaltens.

Deshalb wurde zur Einschatzung des Konsumverhaltens vorgeschlagen, auf die
A9-THC-COOH-Konzentration im Serum zuriickzugreifen ['®. Dabei werden die
Probanden aufgefordert, sich innerhalb von 5 Werktagen zur Blutentnahme einzufinden
und in dieser Einbestellungsfrist auf einen Cannabis-Konsum zu verzichten. Wird fur die
freie A9-THC-COOH im Serum eine Konzentration von mehr als 75 ng/ml festgestellt,
wird ein regelmaliger Konsum bzw. ein Kontrollverlust, d.h. die Unfahigkeit zur
Abstinenz  innerhalb der Einbestellungsfrist, angenommen. Angesichts des
vorgeschlagenen ,Grenzwertes® erweist sich auch bei diesem Ansatz die fehlende
Standardisierung der Cannabinoid-Analytik aufgrund der methodenabhangigen,
partiellen Miterfassung des A9-THC-COOH-Glucuronid als problematisch ['™. Weitere
Einflussfaktoren wie interindividuell variierende Unterschiede in pharmakokinetischen
Parametern sowie Beeinflussung des Metabolismus aufgrund interindividueller
Unterschiede in der Ausstattung der metabolisierenden Enzyme oder Enzyminduktion
bzw. —hemmung durch Medikamente bzw. Nahrungsmittelbestandteile wurden bislang
ebenfalls nicht bertcksichtigt.

Fur die Feststellung der Fahreignung von Cannabis-Konsumenten wird seit einigen
Jahren auch die Haaranalyse eingesetzt "1 da im Rahmen medizinisch-

psychologischer Untersuchungen haufig zum Ausschluss eines regelmalfiigen Konsums
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der Nachweis einer langeren Abstinenz gefordert wird. Zwar ist die Haaranalyse
grundsatzlich geeignet, retrospektiv eine Einschatzung des Konsumverhaltens
vorzunehmen, allerdings besteht bei der Interpretation der analytischen Befunde die
Schwierigkeit, eine externe Kontamination von einer tatsachlichen Einlagerung ins Haar
zu unterscheiden "8, In der Regel gelingt im Haar neben A9-THC nur der Nachweis
von CBD und CBN, wahrend A9-THC-COOH aufgrund ineffektiver Einlagerung auch bei
regelmaligem Konsum nur mit extrem empfindlicher Analytik nachgewiesen werden
kann "1, A9-THC-COOH kann jedoch nur aufgrund eines vorangegangen Cannabis-
Konsums in das Haar gelagert werden, so dass sich Uber deren Nachweis, ein
Cannabis-Konsum sicher von einer externen Kontamination durch Cannabisrauch

abgrenzen lasst.

1.3 Instrumenteller Teil

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden neben den klassischen Analysenmethoden
wie HPLC-DAD, GC-MS, GC-MS/MS und LC-MS/MS auch neuere Techniken wie
LC-MS/MS mit linearer lonenfalle und LC-QTOF MS eingesetzt. Die klassischen
chromatographischen Trennverfahren und Detektionstechniken sind bereits in
zahlreichen Publikationen beschrieben 1'8%82 so dass an dieser Stelle lediglich auf
LC-MS/MS mit linearer lonenfalle sowie LC-QTOF MS eingegangen wird. Im Vergleich
zur klassischen Tandemmassenspektrometrie lassen sich durch den Einsatz einer
linearen lonenfalle deutlich geringere Nachweisgrenzen erzielen, so dass sich diese
Technik insbesondere flr den Nachweis und die Bestimmung niedrig konzentrierter
Substanzen eignet. Daruber hinaus haben sich LC-MS/MS und LC-QTOF MS im
Bereich der Wirkstoffforschung und der die Wirkstoffentwicklung begleitenden

Metabolismusforschung als Technik der Wahl etabliert hat.

1.3.1 LC-MS/MS mit linearer lonenfalle

Wie die klassischen Tandemmassenspektrometer sind die
Tandemmassenspektrometer mit linearer lonenfalle aus drei Quadrupolen aufgebaut,
wobei die Quadrupole 1 (Q1) und 3 (Q3) als Massenanalysatoren fungieren, wahrend
der Quadrupol 2 als Kollisionszelle dient. Diese Gerate bieten den Vorteil, dass der Q3

sowohl als klassischer Quadrupol als auch als lineare lonenfalle genutzt werden kann.
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Bei Verwendung als lonenfalle werden die aus der Kollisionszelle stammenden lonen
im Q3 Uber einen zuvor definierten (fixed fill time) oder automatisch an den lonenstrom
angepassten (dynamic fill time) Zeitraum eingefangen. AnschlieRend werden die lonen
sequentiell nach ihrem Masse-Ladungs-(m/z)-Verhaltnis aus der lonenfalle Richtung
Detektor beschleunigt und detektiert.

Das fur die vorliegende Arbeit eingesetzte QTrap MS/MS (Applied Biosystems/Sciex,
Darmstadt, Deutschland) verfugt bei Verwendung des Q3 als Quadrupol mit Q1-Scan,
Q1-Selected-lon-Monitoring  (SIM), Product-lon-Scan (PIS), Precursor-lon-Scan,
Multiple-Reaction-Monitoring (MRM) und Neutral Loss Uber alle Messmodi eines
klassischen Tandemmassenspektrometers. Wird der Q3 als lineare lonenfalle genutzt,

stehen zusatzlich folgende Messmodi zur Verfugung:

= Enhanced-MS-Scan (EMS)

= Enhanced-Multiply-Charged-Scan

= Enhanced-Resolution

= Enhanced-Product-lon-Scan (EPI)
= MS/MS/MS-Scan

= Time-Delayed-Fragmentation-Scan
= |lon-Trap-MS/MS-Scan.

Fur die vorliegende Arbeit wurden die Messmodi Q1-Scan, EMS, PIS, EPI,
Precursor-lon-Scan und MRM eingesetzt, welche nachfolgend erldutert werden.

Im Q1-Scan-Modus wird ein definierter m/z-Bereich kontinuierlich von einem Start-m/z
bis zu einem End-m/z gescannt und alle in der lonenquelle gebildeten lonen in diesem
Bereich werden detektiert.

Wie im Q1-Scan-Modus werden auch im EMS-Modus alle lonen in einem definierten
m/z-Bereich detektiert. Alle in der lonenquelle gebildeten lonen passieren Q1 und
Kollisionszelle (RF-only-Modus) und werden in der lonenfalle eingefangen. Sobald die
lonenfalle gefullt ist, werden die lonen ausgelesen und detektiert.

Beim PIS-Modus wird im Q1 ein Precursor-lon mit definierten m/z-Verhaltnis selektiert
und dieses in der Kollisionszelle zu charakteristischen Produkt-lonen fragmentiert.
Diese werden anschlieBend im Q3 ausgelesen und detektiert. Als Precursor-lonen
werden dabei haufig die deprotonierten ([M-H]" bei negativer lonisierung) oder
protonierten  Molekilionen ([M+H]" bei positiver lonisierung) Molekilionen

herangezogen.
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Der EPI-Modus arbeitet nach dem gleichen Prinzip wie der PIS-Modus, allerdings
werden die in der Kollisionszelle entstehenden Produkt-lonen zunachst in der lonenfalle
eingefangen und nacheinander ausgelesen.

Fur einen Precursor-lon-Scan wird im Quadrupol 3 das m/z-Verhaltnis eines Produkt-
lons mit definiertem m/z-Verhaltnis vorgegeben. Wird dieses Produkt-lon detektiert,
erfolgt im scannenden Q1 eine Zuordnung zu einem Precursor-lon, aus dem durch
Fragmentierung in der Kollisionszelle das Produkt-lon entstanden ist.

Das Multiple-Reaction-Monitoring (MRM-Modus) ist der empfindlichste und selektivste
Messmodus in der Tandemmassenspektrometrie. Im Q1 wird das gewunschte
Precursor-lon selektiert, in der Kollisionszelle fragmentiert und anschlielend wiederum
ausgewahlte Produkt-lonen im Q3 selektiert und detektiert. Die Fragmentierung eines

Precursor-lons zu einem charakteristischen Produkt-lon wird als Ubergang bezeichnet.

1.3.2 LC-QTOF MS

Bei einem Flugzeitmassenspektrometer (TOF) erfolgt die Massenbestimmung im
Hochvakuum Uber eine sehr genaue elektronische Messung der Zeit, die zwischen dem
Start der lonen bis zum Eintreffen am Detektor vergeht. Die lonen werden am Ausgang
des Quadrupols durch ein elektrostatisches Feld auf eine definierte kinetische Energie
beschleunigt und durchlaufen anschlief3end eine feldfreie Drift-Strecke, in der sie nach
ihrem m/z-Verhaltnis aufgetrennt werden. lonen mit unterschiedlichen m/z-
Verhaltnissen werden bei gleicher kinetischer Energie auf unterschiedliche
Geschwindigkeiten beschleunigt. Deshalb lasst sich bei bekannter
Beschleunigungsspannung und Flugstrecke der lonen in der feldfreien Drift-Strecke
durch die Messung der Flugzeit das m/z-Verhaltnis bestimmen. Dabei ist das
m/z-Verhaltnis proportional zum Quadrat der Flugzeit, so dass sich die jeweilige Masse
aus der gemessenen Flugzeit ermitteln lasst. Die Kalibrierung erfolgt Uber
Referenzsubstanzen mit bekannten Massen.

FUr die Identifizierung von Substanzen wie beispielsweise Metaboliten wird zunachst
die die Molekulmasse der erwarteten Summenformel aus dem Totalionenstrom
extrahiert. Diese wird anschlielend einerseits Uber die Abweichung der Masse,
angegeben als Fehler in ppm, und andererseits uber den Sigma Fit, d.h. die
Ubereinstimmung zwischen theoretischem und gemessenem Isotopenverhaltnis,

bestatigt.
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1.4 Ziele der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung potentieller neuer Cannabis-
Konsum-Marker, welche die in der forensischen Praxis bislang zur Anwendung
kommenden Ansatze und Berechnungsmodelle zur Abschatzung des Zeitpunkts des
letzten Cannabis-Konsums, zur Beurteilung einer akuten Cannabis-Wirkung sowie zur

Einschatzung des Konsumverhaltens sinnvoll erweitern kdnnen.

1. Untersuchung von Cannabis-Rauchkondensaten (Marihuana und Haschisch) auf
quantitativ relevante Cannabinoide und Cannabinoid-Abbauprodukte, welche fur

eine Absorption in der Lunge zur Verfugung stehen.

Aus diesen ersten Versuchen kristallisierte sich A9-THCA-A als Zielsubstanz heraus.
Deshalb wurden weitere Schritte zur Charakterisierung dieses potentiellen Cannabis-

Konsum-Markers verfolgt:

2. Screening von Serum- und Urinproben auf den potentiellen Cannabis-Konsum-
Marker A9-THCA-A,

3. Entwicklung einer geeigneten chromatographischen = Messmethode  zur

Quantifizierung von A9-THCA-A in Kdrperflissigkeiten,

4. Entwicklung einer einfachen und kostenglnstigen Methode zur Isolierung groRerer

Mengen A9-THCA-A aus Pflanzenmaterial flir weitere Studien,

5. Pilotstudien zum Metabolismus von A9-THCA-A: Strukturaufklarung von
A9-THCA-A-Metaboliten in Rattenurin und Humanurin sowie Vergleich des in-vivo-

Metabolismus beider Spezies,

6. Pilotstudie zur Elimination des potentiellen Cannabis-Konsum-Markers A9-THCA-A

und dessen Metaboliten in Humanurin nach oraler Aufnahme von A9-THCA-A.
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2 EXPERIMENTELLER TEIL

2.1 Materialien

2.1.1 Referenzstandards

Tab. 2.1 Im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete Referenzstandards.
Menge bzw. verwendet
Substanz Konzentration Hersteller fiir Kapitel
1 mg Lipomed
AS-THCA-A (kalibriert) (Bad Séackingen, Deutschland) 24.21,24.22
10 mg Lipomed
AS-THCA-A (nicht kalibriert)  (Bad Sackingen, Deutschland) 24.2.3,243.2
A9-THCA-A isoliert VLI
(-)-A9-Tetrahydrocannbinol 1 mg/ml Promochem 24.22,24.2.3,
(A9-THC) (in Methanol) (Wesel, Deutschland) 2432
(-)-A9-Tetrahydrocannbinol-Ds 100 pg/ml Promochem g'j'i'f’ 2'2'3'2’
(A9-THC-Dy3) (in Methanol) (Wesel, Deutschland) 2'4'5'1’ B
(£)-11-Hydroxy-
. 100 pg/ml Promochem
A9-Tetrahydrocannbinol . 2422,24.2.3
(11-OH-A9-THC) (in Methanol) (Wesel, Deutschland)
()-11-Hydroxy- 2422,2423,
. 100 pg/ml Promochem
A9-Tetrahydrocannbinol-D3 . 24.4.1,2.4.4.2,
(11-OH-A9-THC-D5) (in Methanol) (Wesel, Deutschland) 2451
(-)-11-Nor-9-Carboxy- y
i A mg/mi Promochem
A9-Tetrahydrocannbinol (in Methanol) (Wesel, Deutschland) 2423
(A9-THC-COOH)
(x)-11-Nor-9-Carboxy- y
) mg/ml Promochem
A9-Tetrahydrocannbinol-D; . 2.4.2.1
(A9-THC-COOH-Dy) (in Methanol) (Wesel, Deutschland)
100 pg/ml Promochem
A9-THC-COOH (in Methanol) (Wesel, Deutschland) 24.2.2
24.22,24.23,
100 pg/ml Promochem 24.41,2.44.2,
A9-THC-COOH-D; (in Methanol) (Wesel, Deutschland) 24.43,245A1,
2452
1 mg/ml Promochem
CBD (in Methanol)  (Wesel, Deutschland) 24.2.3
CBN 1 mg/mi Promochem 2423

(in Methanol)

(Wesel, Deutschland)
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2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Tab. 2.2 Im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete Chemikalien und Reagenzien.
Substanz bzw. Reagenz Reinheit Hersteller
Aceton zur Analyse, Reag. Ph Eur I(\I/li)(_zlrrcrrk1stadt, Deutschland)
Acetonitril gradient grade fr LC I(\I/li)(_zlrrcrrk1stadt, Deutschland)
Aktivkohle zur Analyse ?I/lDerCrEstadt, Deutschland)
Ameisenséaure, 98-100 % zur Analyse, Reag. Ph Eur ?I/lDearfrEstadt, Deutschland)
Ammoniumacetat zur Analyse, Reag. Ph Eur I(\I/li)earfniistadt, Deutschland)
?;r}:gﬁ;(iju;;{heptamolybdat- zur Analyse, Reag. Ph Eur I(\I/li)earfmkstadt, Deutschland)
Cer(Vl)sulfat-Tetrahydrat zur Analyse I(\l/l:)earfmkstadt, Deutschland)
Cyclohexan zur Analyse I(\I/lbearrcnlistadt, Deutschland)
Dimethylsulfoxid zur Analyse I(\I/ljzrrcmkstadt, Deutschland)
Vl?:sast;i;?;?ydrogenphosphat, zur Analyse, Reag. Ph Eur I(\I/|Dearrcmkstadt, Deutschland)
Essigsaure, 96 % zur Analyse I(\I/|Dearrcmkstadt, Deutschland)
Essigsaureethylester, wasserfrei  zur Analyse, Reag. Ph Eur Merck

(Darmstadt, Deutschland)
Ethanol, 96 % gradient grade fir LC I(\I/li)(_zlrrcrrk1stadt, Deutschland)
lodmethan zur Synthese ?I/lDerCrEstadt, Deutschland)
Isocitrat-Kalium purum, 298,0 % (S';grtrfii-élgg:,hDeutschIand)
Isocitrat-Dehydrogenase |6slich (STigz}ii-er?erf,hDeutschIand)
Isooctan zur Analyse, Reag. Ph Eur I(\I/li)earfmkstadt, Deutschland)
Isopropanol gradient grade fir LC |(\I/l:)earfmkstadt, Deutschland)
Kaliumcarbonat zur Analyse, Reag. Ph Eur ;Ssi?er?r?r;éilr?wr,i%]eutschland)
Kaliumfluorid zur Analyse I(\I/|3earrcmkstadt, Deutschland)
Methanol gradient grade fir LC Merck

(Darmstadt, Deutschland)
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Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-
Phosphat-Dinatrium (NADP™)

Natriumacetat, wasserfrei

Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat

Natriumhydroxid-Platzchen

Natriumsulfat, wasserfrei
N-Methyl-N-(Trimethylsilyl)-
Trifluoracetamid

(MSTFA)

MSTFA

Salzsaure, rauchend, 37 %
Schwefelséure, 95-97 %
Superoxiddismutase

tert.-Butyl-Methyl-Ether (TBME)

Tetramethylammoniumhydroxid-
Pentahydrat (TMAH)

B-D-Glucuronidase/
Arylsulfatase
aus Helix pomatia

>97%

zur Analyse, Reag. Ph Eur

zur Analyse, Reag. Ph Eur

zur Analyse, Reag. Ph Eur

zur Analyse, Reag. Ph Eur

fir GC

puriss. p.a., fir GC, 298,5 %

zur Analyse, Reag. Ph Eur

zur Analyse, Reag. Ph Eur

2000 - 10000 U/mg
(aus Rindererythrozyten)

zur Analyse

>97 %

40 U/ml (B-D-Glucuronidase)
20 U/ml (Arylsulfatase)

Biomol
(Hamburg, Deutschland)

Merck
(Darmstadt, Deutschland)

Merck
(Darmstadt, Deutschland)

Merck
(Darmstadt, Deutschland)

Merck
(Darmstadt, Deutschland)

Macherey-Nagel
(Duren, Deutschland)

Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)

Merck
(Darmstadt, Deutschland)

Merck
(Darmstadt, Deutschland)

Fluka
(Steinheim, Deutschland)

Merck
(Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)

Merck
(Darmstadt, Deutschland)

Tab. 2.2 (Fortsetzung).

Deionisiertes Wasser wurde mittels einer

Memtech (Moorenweis, Deutschland) hergestellt.

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Kartuschen-Deionisierungsanlage von

Tab. 2.3 Im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien.

Material

Hersteller

Festphasenextraktionssaulen (SPE-Saulen)

Chromabond C,g, 3 ml, 500 mg

Kieselgel 60 (40-63 um)

Dunnschichtplatten auf Aluminium
Kieselgel 60 Fs54 (20 x 20 cm, 0,25 mm)

Macherey-Nagel

(Duren, Deutschland)

Carl Roth

(Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth
(Karlsruhe, Deutschland)
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2.2 Gerate
Tab. 2.4 Im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete Analysegerate.
Gerat Bestandteil Hersteller v"erwenfiet
fir Kapitel
. . Agilent
GC-MS 7683 B Series Injektor (Waldbronn, Deutschland) 2.31
. Agilent
6890 N Series GC System (Waldbronn, Deutschland)
Agilent
5973 Inert Massenspektrometer (Waldbronn, Deutschland)
Chem Station Software G1701DA Agilent
(Version D.02.00.237) (Waldbronn, Deutschland)
: CTC Analytics
GC-MS Combi Pal Probengeber (Zwingen, Schweiz) 2.3.2.2
. Agilent
6890 N Series GC System (Waldbronn, Deutschland)
Agilent
5973 Massenspektrometer (Waldbronn, Deutschland)
Chem Station Software G1701DA Agilent
(Version D.00.00.38) (Waldbronn, Deutschland)
. . Agilent
GC-MS 7683 B Series Injektor (Waldbronn, Deutschland) 2.3.3.1.3,
2.3.3.2.2,
. Agilent 234
6890 N Series GC System (Waldbronn, Deutschland)
Agilent
5973 Massenspektrometer (Waldbronn, Deutschland)
Chem Station Software G1701GA Agilent
(Version D.03.00.611) (Waldbronn, Deutschland)
GC-MS/MS  Combi Pal Probengeber CTC Analytics 2.3.2.3

6890 N Series GC System

Evolution Triple-Quadrupol-
Massenspektrometer

(basierend auf einem Agilent 5973 Inert

Massenspektrometer)

Chem Station Software G1701GA
(Version D.03.00.611)

(Zwingen, Schweiz)

Agilent
(Waldbronn, Deutschland)

Chromtech
(Idstein, Deutschland)

Agilent
(Waldbronn, Deutschland)
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Gerit Bestandteil Hersteller verwendet
in Kapitel
LC-MS/MS  HTC PAL Fliissigprobengeber &L?nggi'yggﬁweiz) 2.3.2.1
Shimadzu GmbH
SCL-10A Systemsteuerung (Duisburg, Deutschland)
i Shimadzu GmbH
CTO-10AC Saulenofen (Duisburg, Deutschland)
Shimadzu GmbH
3 LC-10AD VP HPLC-Pumpen (Duisburg, Deutschiand)
ERC GmbH
ERC 3415a Degasser (Riemerling, Deutschland)
API 365 Triple-Quadrupol- . . .
Massenspektrometer mit TurbolonSpray ?S:J:ﬁgtgé?séiﬁg (erISaCrI](cai))(
lonenquelle ’
Analyst Software Applied Biosystems/Sciex
(Version 1.3.1) (Darmstadt, Deutschland)
. Agilent
LC-MS/MS 1100 Series G1313A Probengeber (Waldbronn, Deutschland) 2.3.3.2.1
Saulenofen Knaur
(Berlin, Deutschland)
1100 Series G1312A Agilent
bindre Pumpe (Waldbronn, Deutschland)
1100 Series G1310A Agilent
isokratische Pumpe (Waldbronn, Deutschland)
1100 Series G1379A Degasser (Avg\’ll‘f(;‘;rom Deutschiand)
QTrap 2000 Triple-Quadrupol- . . .
Massenspektrometer mit TurbolonSpray f‘ggﬁ:@ﬁ%ﬁﬁg ;/“Sacr']z))(
lonenquelle ’
Analyst Software Applied Biosystems/Sciex
(Version 1.4.1) (Darmstadt, Deutschland)
LC-MS/MS  SIL-20AC prominence Probengeber (SDhl:r;f)ﬂf; %Z‘St';'chlan 4 2.3.3.1.1
Shimadzu GmbH
CBM-20A Systemsteuerung (Duisburg, Deutschland)
CTO-20AC prominence Saulenofen (S[?lljrlg‘gif; %rgt?tgchlan d)
DGM-20A3 prominence Degasser ;S[l)q:]?;?)ﬂf; %rgt?tgchlan d)
2 LC-20AD SP prominence LC-Pumpen ;S[l)q:]?;?)ﬂf; %rgt?tgchlan d)
QTrap 3200 Triple-Quadrupol- . . .
Massenspektrometer mit TurbolonSpray ?gg:ﬁg@ﬁ%ﬂﬁg (?r/]ISaCrlfj))(
lonenquelle ’
Analyst Software Applied Biosystems/Sciex
(Version 1.4.2) (Darmstadt, Deutschland)
Tab. 2.4 (Fortsetzung).



2.3 Methoden 33

Gerat Bestandteil Hersteller verwendet
in Kapitel

Dionex Corporation

LC-QTOF MS UltiMate 3000 Probengeber (Sunnyvale, USA) 2.3.31.2
. . Dionex Corporation
UltiMate 3100 Saulenofen (Sunnyvale, USA)
2 UltiMate 3000 analytische Pumpen gﬁﬂﬁ’;\g‘l’gpﬂrg"z‘)’”
. Bruker Daltonics
micrOTOFQ (Bremen, Deutschland)
DataAnalysis Software Bruker Daltonics
(Version 3.4) (Bremen, Deutschland)
HPLC-DAD 1050 Series Injektor '(A\Vgllel;lagkt)ronn Deutschiand) 332
) i . Agilent
1200 Series praparative Pumpe (V?/aldbronn Deutschland)
Agilent

1100 Serie Dioden-Array-Detektor (Waldbronn, Deutschland)

i Agilent
Chem Station Software B.02.01-SR2
I W (Waldbronn, Deutschland)

Tab. 2.4 (Fortsetzung).

2.3 Methoden

2.3.1 Untersuchung von Cannabis-Rauchkondensaten

Die GC-Bedingungen waren wie folgt: Injektionsmodus, splitlos; Injektortemperatur,
250°C; Kapillarsaule, HP-5-MS (30 m x 0,25 mm |.D., 0,25 um Filmdicke) (Agilent,
Waldbronn, Deutschland); Tragergas, Helium; Flussrate, 1,0 ml/min; Ofentemperatur,
100°C fur 3,0 min, auf 310°C mit 30°C/min, 310°C fur 10,0 min.

Die MS-Bedingungen waren wie folgt: Kapillareinlass, 280°C; lonenquellentemperatur,
230°C; Elektronenstol3-lonisation (El); lonisierungsenergie, 70 eV, Full-Scan-Modus;
solvent delay, 3,0 min; Scan-Bereich m/z 50-550 u. Fur die Differenz zur Autotune-
Spannung (AEMV) wurden +200 V eingestellt.
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2.3.2 Quantifizierung von A9-THCA-A in Korperflussigkeiten

2.3.2.1 Quantifizierung von 49-THCA-A in Serum und Urin mittels LC-MS/MS

Die LC-Bedingungen waren wie folgt: Ofentemperatur, 40°C; Trennséule, Luna®

Phenylhexyl (50 mm x 2 mm, 3 ym); Vorsaule, Phenylpropyl (4 x 2 mm) (Phenomenex,
Torrance, CA, USA); Laufmittel A, 5mM Ammoniumacetat pH 6,5; Laufmittel B,
Acetonitril; Gesamtflussrate, 0,25 ml/min; Laufmittelgradient: 0,0-1,0 min, 30 % B;
1,0-4,0 min linear von 30 % auf 90 % B; 4,0-5,0 min, 90 % B; 5,0-6,0 min linear von
90 % auf 30 % B; 6,0-10,0 min, 30 % B. Mittels eines Schaltventils (Rheodyne,
Bensheim, Deutschland) wurde das LC-Eluat nur zwischen 1,0 min und 5,0 min der
chromatographischen Retentionszeit dem MS zugeflhrt. Post-Column, Isopropanol;
Gesamtflussrate, 0,4 ml/min.

Die MS-Bedingungen waren wie folgt: Nebulizer-Gas, Stickstoff (10 psi; 68,9 kPa);
Curtain-Gas, Stickstoff (11 psi; 75,8 kPa); lonenquellentemperatur, 350°C.
Q1-Scan-Modus, negativ: Elektrospray-lonisation (ESI), negativ; lonisierungsspannung,
-4200 V; Scan-Bereich, m/z 30-700 u; Declustering Potential (DP), -20, -50 und -80 V;
Focusing Potential (FP), -200 V; Entrance Potential (EP), -7 V; Auflosung Q1, Unit.
Q1-Scan-Modus, positiv: ESI, positiv; lonisierungsspannung, 5250 V; Scan-Bereich,
m/z 30-700 u; DP, 20, 50 und 80 V; FP, 200 V; EP, 7 V; Auflésung Q1, Unit.
Product-lon-Scan-(P1S)-Modus: ESI, negativ; lonisierungsspannung, -4200V;
Kollisionsgas, Stickstoff (4 psi; 27,6 kPa), Scan-Bereich, m/z 33-400 u; DP, -20 V; FP, -
230 V; EP, -10 V; Cell Entrance Potential (CEP), -10 V; Kollisionsenergie (CE), -20, -35
und 50 eV; Cell Exit Potential (CXP), -15 V; Auflésung Q1 und Q3, Unit.
Multiple-Reaction-Monitoring-(MRM)-Modus: ESI, negativ; lonisierungsspannung,
-4200 V; Kollisionsgas, Stickstoff (4 psi; 27,6 kPa); DP, -20 V; FP, -230 eV; EP, -10V;
CXP, -15V; Auflésung Q1 und Q3, Unit; dwell time, 50 ms. Die fur die Cannabinoide
ausgewahlten MRM-Ubergdange und Kollisionsenergien sind in  Tab.2.5

zusammengefasst.
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Tab. 2.5 Analyten, MRM-Ubergange (Target, t) und Kollisionsenergien der LC-MS/MS-Methode.

MRM-Uberginge Kollisionsenergie
Anal
yt [u] [eV]
A9-THC-COOH-D; 346-302 -20
343-299 (t) -20
A9-THC-COOH 343-245 -35
343-191 -35
357-313 () -35
A9-THCA-A 357-245 -50
357-191 -50
11-OH-A9-THC-D; 332-314 -20
329-311 (1) -20
11-OH-A9-THC 329-268 -35
329-173 -35
A9-THC-Dj 316-248 -35
313-313 (1) -20
A9-THC 313-245 -35
313-203 -50

2.3.2.2 Quantifizierung von 49-THCA-A in Serum mittels GC-MS

Die GC-Bedingungen waren wie folgt: Injektionsmodus, splitlos; Injektortemperatur,
250°C; Kapillarsaule, Optima-5-MS (30m x 0,25mm [.D., 0,25 um Filmdicke)
(Macherey-Nagel, Duren, Deutschland); Tragergas, Helium; Flussrate, 1,0 ml/min;
Ofentemperatur, 140°C fur 3,0 min, auf 200°C mit 30°C/min, auf 210°C mit 5°C/min, auf
240°C mit 2°C/min, auf 310°C mit 30°C/min, 310°C fur 4,0 min.

Die MS-Bedingungen waren wie folgt: Kapillareinlass, 280°C; lonenquellentemperatur,
230°C; El; lonisierungsenergie, 70 eV; AEMV, +200°V. Nach 25,5 min wurde der
Detektor ausgeschaltet.

Full-Scan-Modus: Solvent delay, 16,5 min; Scan-Bereich m/z 50-550 u.
Selected-lon-Monitoring-(SIM)-Modus: Solvent delay, 16,5 min. Die

Retentionszeitfenster und SIM-lonen sind in Tab. 2.6 zusammengefasst.
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Tab. 2.6 Analyten, Retentionszeitfenster und SIM-lonen (Target-lon, t) der GC-MS-Methode.

Zeit SIM-lonen

Analyt Zeitfenster [min] [u]

301,2

CBD | 16,50-17,20 390,3 (1)
458 .4

306,2
A9-THC-D; Il 17,20-18,30 374,3
389,3 (t)

303,2
A9-THC I 17,20-18,30 371,3
386,3 (t)

310,2

CBN I 18,30-23,10 367,3 (1)
382,3

374,3 (t)
11-OH-A9-THC-D; \Y 23,10-23,65 462,4
4774

371,3 (t)
11-OH-A9-THC W, 23,10-23,65 459,4
4744

487,4 (t)
A9-THCA-A Y 23,65-24,30 488,3
489,4

374,3 (t)
A9-THC-COOH-D; VI 24,30-25,50 476,3
491,3

371,3 (t)
A9-THC-COOH VI 24,30-25,50 4733
488,3

2.3.2.3 Quantifizierung von 49-THCA-A und weiteren Cannabinoiden in Serum
mittels GC-MS/MS

Die GC-Bedingungen waren wie folgt: Injektionsmodus, gepulst splitlos;
Injektortemperatur, 250°C; Kapillarsaule, HP-5-MS (30 m x 0,25 mm [|.D., 0,25 um
Filmdicke) (Agilent, Waldbronn, Deutschland); Tragergas, Helium; Flussrate, 1,0 ml/min;
Ofentemperatur, 140°C fur 1,0 min, auf 310°C mit 30°C/min, 310°C fur 3,0 min.

Die MS-Bedingungen waren wie folgt: Kapillareinlass, 280°C; lonenquellentemperatur,
230°C; El; lonisierungsenergie, 70 eV; Kollisionsgas, Argon; Aufldsung Q1 und Q3, 1,5.
PIS-Modus: Solvent delay, 5,0 min; Scan-Bereich, m/z 50-500 u; CE, -12 eV; AEMV,
+1000°V. MRM-Modus: Solvent delay, 6,0 min, Die Retentionszeitfenster,

MRM-Ubergénge, Kollisionsenergien und AEMV sind in Tab. 2.7 zusammengefasst.
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Tab. 2.7 Analyten, Retentionszeitfenster, MRM-Ubergange (Target, t), Kollisionsenergien und AEMV
der GC-MS/MS-Methode.

MRM-Uberginge  Kollisionsenergie = AEMV

Anal Zeitfenster Zeit
vt [u] [eV] v]

390-301 (t) -9

CBD | 6,00-6,70 390-319 -12 +847
390-231 12
389-374 (t) -9

A9-THC-D, Il 6,70-6,95 374-292 -12 +1000
389-306 -15
386-371 (t) -9

A9-THC I 6,70-6,95 371-289 -12 +1000
386-303 -15
367-310 (t) 12

CBN I 6,95-7,58 382-367 -12 +647
367-295 12
374-292 (t) 12

11-OH-A9-THC-D, v 7,58-7,75 374-308 -9 +1000
374-268 12
371-289 (t) 12

11-OH-A9-THC v 7,568-7,75 371-305 -9 +1000
371-265 12
487-365 (t) 12

A9-THCA-A \Y; 7,75-8,00 487-407 -12 +1000
487-379 12
476-358 (t) 12

A9-THC-COOH-D; Vi 8,00-9,67 374-292 -12 +847
374-268 -9
473-355 (t) 12

A9-THC-COOH Vi 8,00-9,67 371-289 -12 +847
371-265 -9

2.3.3 Studien zum Metabolismus von A9-THCA-A
2.3.3.1 Studie zum Metabolismus von A9-THCA-A an Ratten

2.3.3.1.1 Identifizierung von 49-THCA-A-Metaboliten in Rattenurin mittels LC-MS/MS

Die LC-Bedingungen waren wie folgt: Ofentemperatur, 40°C; Trennsaule, Luna
Phenylhexyl (60 mm x 2 mm, 5 ym); Vorsaule, Phenylpropyl (4 x 2 mm) (Phenomenex,
Torrance, CA, USA); Laufmittel A, 5 mM Ammoniumacetat pH 6,5; Laufmittel B,
Acetonitril; Gesamtflussrate, 0,2 ml/min; Laufmittelgradient: 0,0-3,0 min, 10 % B;
3,0-20,0 min linear von 10 % auf 70 % B; 20,0-21,0 min linear von 70 % auf 95 % B;
21,0-23,0 min, 95 % B; 23,0-25,0 min linear von 95 % auf 10 % B; 25,0-30,0 min,

10 % B. Mittels eines Schaltventils (Rheodyne, Bensheim, Deutschland) wurde das
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LC-Eluat nur zwischen 5,0 min und 21,0 min der chromatographischen Retentionszeit
dem MS zugeflhrt.

Die MS-Bedingungen waren wie folgt: ESI, negativ; Curtain-Gas, Stickstoff (10 psi;
68,9 kPa); Collision Activated Dissociation (CAD), High; lonisierungsspannung,
-4500 V; lonenquellentemperatur, 400°C; Gas 1, Stickstoff (40 psi; 275,8 kPa); Gas 2,
Stickstoff (70 psi; 482,6 kPa).

Q1-Scan-Modus: Scan-Bereich, m/z 50-600 u; DP, -30, -90 und -130V; EP, -10V;
Auflésung Q1, Unit.

Enhanced-MS-Scan-(EMS)-Modus: Scan-Bereich, m/z 50-600 u; DP, -30, -90 und
-130 V; EP, -10 V; CE, -10 eV; Fullzeit der lonenfalle, dynamisch; Scan-Rate, 4000 u/s.
Precursor-lon-Scan-Modus:  A9-THCA-A-Glucuronid, Precursor von m/z 357 u;
11-OH-A9-THCA-A-Glucuronid, Precursor von m/z 373 u; A9-THCA-A-8-on-Glucuronid,
Precursor von m/z 371 u; A9-THCA-A-COOH-Glucuronid, Precursor von m/z 387 u;
8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid  bzw. 8pB,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid,
Precursor von m/z 389 u; Scan-Bereich, m/z 345-745 u; DP, -30V; EP, -10V; CE,
-50 eV; CXP, -1; Auflésung Q1 und Q3, Unit.

Enhanced-Product-lon-Scan-(EPI)-Modus: Scan-Bereich, m/z 50-400 u (fur die Aglyka,
mit Ausnahme von m/z 403 u: m/z 50-410 u) bzw. m/z 50-600 u (flr die Glucuronide);
DP, -90 V (fur die Aglyka), -30 V (fur die Glucuronide); EP, -10 V; CE, -20, -35 und
-50 eV; Fullzeit der lonenfalle, dynamisch; Scan-Rate, 4000 u/s; Aufldsung Q1, Unit.
MRM-Modus: DP, -30V; EP, -10V; CXP, -3V; CAD, Medium; Auflosung Q1, Unit;
Aufldsung Q3, Low; dwell time, 25 ms. Die MRM-Ubergéange und Kollisionsenergien
sind in Tab. 2.8 zusammengefasst.

Die beschriebene EMS-Methode wurde auch fur die Identifizierung von
A9-THCA-A-Metaboliten nach Inkubation von A9-THCA-A mit Rattenlebermikrosomen
(Kapitel 3.4.4) eingesetzt.

2.3.3.1.2 Identifizierung von A9-THCA-A-Metaboliten in Rattenurin mittels LC-QTOF MS

Die LC-Bedingungen entsprachen den unter 2.3.3.1.1 beschriebenen LC-Bedingungen,
allerdings wurde kein Schaltventil verwendet. Die MS-Bedingungen waren wie folgt:
ESI, negativ; lonisierungsspannung, -4500V; RF-only-Modus; lonentransfer-
Optimierung, Natriumacetat-Cluster (5mM Natronlauge in 0,2 %iger Essigsaure in

Isopropanol : Wasser, 1: 1,V :V).
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Diese Methode wurde auch fir die Identifizierung von A9-THCA-A-Metaboliten in

Humanurin (Kapitel 3.4.2.1) eingesetzt.

Tab.2.8 A9-THCA-A und  Metabolite, = MRM-Ubergdnge  (* Ubergang  anhand  des
Fragmentierungsmusters des Aglykons berechnet) und Kollisionsenergien der MRM-Methode

MRM-Uberginge Kollisionsenergie

A9-THCA-A bzw. Metabolit

[u] [eV]
357,2-313,2 35

A9-THCA-A 357.2-245 2 50
357,2-191.1 50

533,2-357,2 35

A9-THCA-A-Glucuronid 533,2-313,2 -50
533.2-245.2* 50

373,2-311,2 35

11-OH-A9-THCA-A 373.2-268.2 50
373,2-173.1 50

549,2-373,2 35

11-OH-A9-THCA-A-Glucuronid 549.2-311.2 50
549,2-268.2* 50

8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A 389,2-327,2 -35
88.11-Bis-OH-A9-THCA-A 389,2-309,2 -0
: 389,2-269.2 50
80,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid 2002389, o
8.11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid 2ot 300 9" o
371,2-327,2 35

A9-THCA-A-8-0n 371.2-284.2 35
371,2-189.1 50

547,2-371,2 35

A9-THCA-A-8-on-Glucuronid 547,2-327,2 -50
547,2-284.2 50

387,2-299,2 35

A9-THCA-A-COOH 387.2-245 2 50
387,2-191.1 50

563,2-387,2 35

A9-THCA-A-COOH-Glucuronid 563.2-299.2 50
563,2-245.2 50

A9-THC-COOH-D, 346,2-302,2 35

2.3.3.1.3 Identifizierung von A9-THC und dessen Metaboliten in Rattenurin mittels
GC-MS

Die GC-Bedingungen waren wie folgt: Injektionsmodus, splitlos; Injektortemperatur,

250°C; Kapillarsaule, Optima-5-MS (30m x 0,25mm [.D., 0,25 um Filmdicke)

(Macherey-Nagel, Duren, Deutschland); Tragergas, Helium; Flussrate, 1,5 ml/min;
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Ofentemperatur, 140°C fur 2,0 min, auf 200°C mit 60°C/min, auf 230°C mit 2,5°C/min,
auf 310°C mit 60°C/min, 310°C faur 3,0 min.

Die MS-Bedingungen waren wie folgt: Kapillareinlass, 280°C; lonenquellentemperatur,
230°C; El; lonisierungsenergie, 70 eV; SIM-Modus; solvent delay, 12,0 min, AEMV,

+200 V. Die Retentionszeitfenster und SIM-lonen sind in Tab. 2.9 zusammengefasst.

Tab. 2.9 Analyten, Retentionszeitfenster und SIM-lonen (Target-lon, t) der GC-MS-Methode.

Zeit SiIM-lonen

Analyt Zeitfenster [min] [u]

306,2
A9-THC-D3 [ 12,0-16,0 374,3
389,3 (t)

303,2
A9-THC | 12,0-16,0 371,3
386,3 ()

374,3 (t)
11-OH-A9-THC-D; I 16,0-17,0 462,4
4774

371,3 (1)
11-OH-A9-THC I 16,0-17,0 459,4
474,4

374,3 (t)
A9-THC-COOH-D; 1] 17,0-18,0 476,3
491,3

371,3 (t)
A9-THC-COOH 11 17,0-18,0 473,3
488,3

2.3.3.2 Studie zum humanen Metabolismus von 4A9-THCA-A

2.3.3.2.1 Identifizierung von A9-THCA-A-Metaboliten in Humanurin mittels LC-MS/MS

Die LC-Bedingungen entsprachen den unter 2.3.3.1.1 beschriebenen LC-Bedingungen,
wobei post-column Isopropanol (Gesamtflussrate, 0,2 ml/min) zugegeben wurde.

Die MS-Bedingungen waren wie folgt: ESI, negativ; Curtain-Gas, Stickstoff (20 psi;
137,9 kPa); lonisierungsspannung, -4200 V; lonenquellentemperatur, 400°C; Gas 1,
Stickstoff (40 psi; 275,8 kPa); Gas 2, Stickstoff (70 psi; 482,6 kPa).

Q1-Scan-Modus: Scan-Bereich, m/z 50-600 u; DP, -30, -90 und -130V; EP, -10V;
Auflésung Q1, Unit.

Precursor-lon-Scan-Modus:  A9-THCA-A-Glucuronid, Precursor von m/z 357 u;
11-OH-A9-THCA-A-Glucuronid, Precursor von m/z 373 u; A9-THCA-A-8-on-Glucuronid,
Precursor von m/z 371 u; A9-THCA-A-COOH-Glucuronid, Precursor von m/z 387 u;
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8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid  bzw.  8B,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid,
Precursor von m/z 389 u; Scan-Bereich, m/z 345-745 u; DP, -30V; EP, -10V; CE,
-30 eV; CXP, -3; CAD, Medium; Auflésung Q1 und Q3, Unit.

EPI-Modus: Scan-Bereich, m/z 50-400 u (fur die Aglyka, mit Ausnahme von m/z 403 u:
m/z 50-425 u) bzw. m/z 50-600 u (fir die Glucuronide); DP, -30 V; EP, -10 V; CE, -20,
-35 und -50 eV; CAD, High; Fullzeit der lonenfalle, dynamisch; Scan-Rate, 4000 u/s;
Auflésung Q1, Unit.

MRM-Modus: DP, -30V; EP, -10V; CXP, -3V; CAD, Medium; Auflosung Q1, Unit;
Auflésung Q3, Low; dwell time, 25 ms. Die MRM-Ubergénge und Kollisionsenergien
sind in Tab. 2.10 zusammengefasst.

Die beschriebene MRM-Methode wurde auch fur Bestimmung der Eliminationsprofile
der A9-THCA-A-Metabolite im Humanurin (Kapitel 3.5.1-3.5.3) eingesetzt.

Tab. 2.10 A9-THCA-A  und Metabolite, MRM-Ubergange  (*Ubergang  anhand  des
Fragmentierungsmusters des Aglykons berechnet) und Kollisionsenergien der MRM-Methode.

MRM-Uberginge Kollisionsenergie

A9-THCA-A bzw. Metabolit

[u] [eV]

357,2-313,2 35

A9-THCA-A 357,2-245,2 50
357,2-191,1 50

533,2-357,2 35

A9-THCA-A-Glucuronid 533,2-313.2 50
533,2-245.2* 50

11-OH-A9-THCA-A 373,2-311,2 35
80-OH-A9-THCA-A 373,2-268.2 50
86-OH-A9-THCA-A 373,2-173.1 50
11-OH-A9-THCA-A-Glucuronid 549,2-373,2 35
8a-OH-A9-THCA-A-Glucuronid 549,2-311,2 -50
88-OH-A9-THCA-A-Glucuronid 549,2-268,2* -50
8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A 389,2-327,2 35
86,11-Bis-OH-A9-THCA-A 389,2-309.2 -0
: 389,2-269.2 50
8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid S, 2
8,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid 565.2-309.2* 50
371,2-327,2 35

A9-THCA-A-8-0n 371,2-284.2 35
371,2-189,1 50

547,2-371,2 35

A9-THCA-A-8-on-Glucuronid 547,2-327.2 50
547,2-284.2 50

387,2-299,2 35

A9-THCA-A-COOH 387,2-245.2 50

387,2-191,1

-50
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A9-THCA-A bzw. Metabolit

MRM-Uberginge

Kollisionsenergie

[u] [eV]

563,2-387,2 -35

A9-THCA-A-COOH-Glucuronid 563,2-299,2 -50
563,2-245,2 -50

403,2-385,2 -50

8-OH-A9-THCA-A-COOH 403.2-297.2 35
579,1-403,2 -35

8-OH-A9-THCA-A-COOH-Glucuronid 579,1-385,2 -50
579,1-297,2 -50

, 403,2-315,2 -35
4’-OH-A9-THCA-A-COOH 403.2-261 1 50
579,1-403,2 -35

4’-OH-A9-THCA-A-COOH-Glucuronid 579,1-315,2 -50
579,1-261,1 -50

391,2-329,2 -35

9,10-Bis-OH-HHCA-A 391,2-311,2 -50
391,2-191,2 -50

567,2-391,2 -35

9,10-Bis-OH-HHCA-A-Glucuronid 567,2-329,2 -50
567,2-311,2 -50

A9-THC-COOH-D; 346,2-302,2 -35

Tab. 2.10 (Fortsetzung).

2.3.3.2.2 Identifizierung von A9-THCA-A-Metaboliten in Humanurin mittels GC-MS

Die GC-Bedingungen waren wie folgt: Injektionsmodus, splitlos; Injektortemperatur,

250°C; Kapillarsaule, Optima-5-MS (30 m x 0,25 mm

[.D., 0,25 um Filmdicke)

(Macherey-Nagel, Duren, Deutschland); Tragergas, Helium; Flussrate, 1,5 ml/min;
Ofentemperatur, 140°C fur 2,0 min, auf 200°C mit 60°C/min, auf 230°C mit 2,5°C/min,
auf 310°C mit 60°C/min, 310°C fir 10,0 min,

Die MS-Bedingungen waren wie folgt: Kapillareinlass, 280°C; lonenquellentemperatur,

230°C; El; lonisierungsenergie, 70 eV; Full-Scan-Modus; solvent delay, 10,0 min;
Scan-Bereich, m/z 50-650 u; AEMV, +400°V.

2.3.4 Elimination von A9-THCA-A und ihren Metaboliten

Die  GC-Bedingungen  entsprachen

den unter

2.3.3.2.2 beschriebenen
GC-Bedingungen. Die MS-Bedingungen waren wie folgt:

Kapillareinlass, 280°C;

lonenquellentemperatur, 230°C; EIl; lonisierungsenergie, 70 eV; SIM-Modus; solvent
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delay, 11,0 min; AEMV, +200°V. Die Retentionszeitfenster und SIM-lonen sind in

Tab. 2.11 zusammengefasst.

Tab. 2.11 Analyten, Retentionszeitfenster und SIM-lonen (Target-lon, t) der GC-MS-Methode.

Zeit SIM-lonen

Analyt Zeitfenster [min] [u]

301,2
CBD I 11,0-13,5 337,2
390,3 (t)

306,2
A9-THC-D; I 13,5-15,0 374,3
389,3 (t)

303,2
A9-THC 1 13,5-15,0 371,3
386,3 (1)

310,1
CBN 1l 15,0-16,0 367,2 (t)
382,2

374,3 (1)
11-OH-A9-THC-D; vV 16,0-16,6 462,4
4774

371,3 (t)
11-OH-A9-THC WY 16,0-16,6 459,4
474,4

487,3 (t)
488,3
489,3
502,3

374,3 (t)
A9-THC-COOH-D; VI 16,9-18,0 476,3
491,3

371,3 (1)
A9-THC-COOH \Vii 16,9-18,0 473,3
488,3

A9-THCA-A Y 16,6-16,9

2.4 Probenaufarbeitung

2.4.1 Untersuchung von Cannabis-Rauchkondensaten

Das fur diese Untersuchungen eingesetzte Marihuana und Haschisch wurde vom
Landeskriminalamt Nordrhein-Westfalen zu Forschungszwecken zur Verfugung gestellt.
0,5 g Marihuana bzw. Haschisch wurden jeweils mit 0,5 g kommerziell erhaltlichem
Tabak verbrannt und der entstehende Rauch in einer Kuhlfalle aufgefangen. Das

Kondensat wurde in 1 ml Methanol rekonstituiert. Jeweils 10 pl dieser Losung wurden



44 2 EXPERIMENTELLER TEIL

bei 60°C unter Stickstoff zur Trockne eingedampft und anschlieRend trimethylsilyliert,
einfach methyliert und extraktiv methyliert. Jeweils 1 yl der derivatisierten Extrakte
wurde in das GC-MS-System injiziert.

Trimethylsilylierung: Der Rickstand wurde mit 25 ul wasserfreiem Essigsaureethylester
und 25 yl MSTFA versetzt und flr 45 min bei 90°C inkubiert.

Einfache Methylierung: Der Ruckstand wurde mit einer Spatelspitze Kaliumcarbonat,
200 pl wasserfreiem Aceton und 100 pl lodmethan versetzt und fur 60 min bei 60°C
inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen, bei 40°C unter Stickstoff
zur Trockne eingedampft und in 50 pl wasserfreiem Essigsaureethylester
aufgenommen.

Extraktive Methylierung: Der Ruckstand wurde mit drei Tropfen einer 5 %igen Losung
von TMAH in Dimethylsulfoxid versetzt. Nach zwei Minuten wurden funf Tropfen
lodmethan und nach weiteren finf Minuten 200 yl 0,1 N Salzsaure zugegeben.
Anschlieend wurde mit 1 ml Isooctan fir 30 sek extrahiert. 800 ul der oberen Phase
wurden abgenommen, bei 40°C unter Stickstoff zur Trockne eingedampft und in 30 pl

Isooctan aufgenommen.

2.4.2 Quantifizierung von A9-THCA-A in Korperflussigkeiten

Fir die Methodenentwicklung, Validierung und Quantifizierung wurden gepoolte,
drogenfreie Serum- bzw. Urinproben verwendet, die von gesunden Spendern zur
Verflugung gestellt wurden. Die untersuchten Serum- und Urinproben wurden im
Rahmen von Polizeikontrollen zu Fahren unter dem Einfluss von Drogen gewonnen und
zur toxikologischen Untersuchung in das Institut fir Rechtsmedizin eingesandt. Alle

Proben wurden vor der Analyse bei -20°C gelagert.

2.4.2.1 Quantifizierung von 49-THCA-A in Serum und Urin mittels LC-MS/MS

2.4.2.1.1 Herstellung der Standardlésungen

Zunachst wurden methanolische A9-THCA-A-Stammldésungen mit 1 yg/ml  bzw.
10 ug/ml hergestellt. Aus diesen Stammlosungen wurden methanolische A9-THCA-A-
Arbeitsldsungen mit folgenden Konzentrationen hergestelit: 20, 40, 100, 200, 300, 400,
1000, 2000, 3000 und 4000 ng/ml. Alle Lésungen wurden bei -20°C aufbewahrt.
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2.4.2.1.2 Aufnahme der Spektren

Far die Aufnahme der Q1-Scan-Spektren wurde die A9-THCA-A-L6sung mit 10 pg/ml,
fur die Aufnahme der Produkt-lonen-Spektren die A9-THCA-A-Lésung mit 1 pg/mi
verwendet. Es wurden jeweils 100 pl der A9-THCA-A-L6sung bei 40°C unter Stickstoff
zur Trockne eingedampft und der Rickstand in 100 yl mobiler Phase (Laufmittel A : B,
70 : 30, V : V) aufgenommen. 20 pl wurden in das LC-MS/MS-System injiziert.

2.4.2.1.3 Quantifizierung
Zur Quantifizierung von A9-THCA-A wurde das Peakflachenverhaltnis (A9-THCA-A vs.

A9-THC-COOH-D3;) mit denen von Kalibrationskurven verglichen, bei welchen die
Peakflachenverhaltnisse dotierter Kalibratoren gegen die entsprechenden A9-THCA-A-
Konzentrationen aufgetragen worden waren.

Die Kalibratoren wurden durch Zugabe von 25 ul internem Standard (IS) (50 ng
A9-THC-COOH-D3) und 25 ul der entsprechenden A9-THCA-A-Arbeitslésung zu 1 ml
Serum bzw. Urin hergestellt. Die Kalibratoren entsprachen den folgenden Serum- bzw.
Urinkonzentrationen (ng/ml): 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5, 10,0, 25,0, 50,0, 75,0 und 100,0. Im
Serum wurde von 0,5 bis 75,0 ng/ml, im Urin von 0,5 bis 100,0 ng/ml kalibriert.

Fur die Probenvorbereitung wurde eine Festphasenextraktion (SPE) gewahlt: 1 ml
Probenmaterial (Serum bzw. Urin) wurde mit 25 ul IS (50 ng A9-THC-COOH-D3) dotiert,
mit 2ml 0,1 M Essigsaure verdunnt, kurz gemischt und auf eine C43-SPE-Saule
uberfuhrt, welche mit 2 ml Methanol und 2 ml 0,1 M Essigsaure konditioniert worden
war. Nach dem Beladen mit der Probe, wurde die C4s-SPE-Saule mit 1 ml 0,1 M
Essigsaure und 1 ml Acetonitril/Wasser (40 : 60, V : V) gewaschen und fir 10 min unter
Vakuum getrocknet. Eluiert wurde mit 1,5 ml Acetonitril. Der Extrakt wurde bei 40°C
unter Stickstoff zur Trockne eingedampft. Fur die LC-MS/MS-Analyse wurde der
Ruckstand in 100 ul mobiler Phase (Laufmittel A : B, 70 : 30, V : V) aufgenommen. 20 pl
wurden in das LC-MS/MS-System injiziert.
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2.4.2.2 Quantifizierung von 49-THCA-A in Serum mittels GC-MS

2.4.2.2.1 Herstellung der Standardlésungen

Zunachst wurde eine methanolische A9-THCA-A-Stammldésung mit 100 pg/mi
angesetzt, aus welcher wiederum eine methanolische A9-THCA-A-Arbeitslésung mit
100 ng/ml hergestellt wurde. Aus den Stammldsungen von A9-THC und 11-OH-A9-THC
wurden zunachst methanolische Arbeitslosungen mit 20 pg/ml  hergestellt. Die
Stammldsung von A9-THC-COOH wurde unverdinnt eingesetzt. Aus diesen Losungen
wurde eine methanolische T3DO0-Arbeitslosung mit folgenden Konzentrationen (ug/ml)
hergestellt: jeweils 0,2 fur A9-THC und 11-OH-A9-THC sowie 2,0 fur A9-THC-COOH.
Aus den Stammldésungen von A9-THC-D3;, 11-OH-A9-THC-D3 und A9-THC-COOH-D3
wurde eine methanolische T3D3-Arbeitslosung mit folgenden Konzentrationen (ug/ml)
hergestellt: jeweils 0,2 fuar A9-THC-Ds; und 11-OH-A9-THC-Ds; sowie 1,0 flr
A9-THC-COOH-D3. Alle Lésungen wurden bei -20°C aufbewahrt.

2.4.2.2.2 Aufnahme der Spektren

Fur die Aufnahme der Q1-Scan-Spektren wurde eine methanolische A9-THCA-A-
Lésung mit 1 ug/ml hergestellt und jeweils 200 yl der A9-THCA-A-L6sung bei 40°C
unter Stickstoff zur Trockne eingedampft. Fur die Trimethylsilylierung und die extraktive
Methylierung wurde wie unter 2.4.1 beschriebenen aufgearbeitet. Jeweils 1 pl der

derivatisierten Extrakte wurde in das GC-MS-System injiziert.

2.4.2.2.3 Quantifizierung
Die Quantifizierung von A9-THCA-A, A9-THC, 11-OH-A9-THC und A9-THC-COOH

erfolgte anhand entsprechender Kalibrationskurven, wobei folgende Kombinationen von
IS und Analyten fir die Berechnung der Peakflachenverhaltnisse gewahlt wurden:
A9-THC-Dj fir A9-THC, 11-OH-A9-THC-Dj fiir 11-OH-A9-THC und A9-THC-COOH-D3
fir A9-THC-COOH und A9-THCA-A.

Die Kalibratoren wurden durch Zugabe von 25 pl T3D3-Arbeitslosung sowie von
entsprechenden Volumina an A9-THCA-A- und T3DO0-Arbeitslosung zu 1 ml Serum
hergestellt (Tab. 2.4). Die Kalibratoren entsprachen den folgenden
Serumkonzentrationen (ng/ml): 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0 und 7,5 fir A9-THCA-A und 1,0,
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2,0, 3,0, 5,0, 10,0 und 20,0 fur A9-THC und 11-OH-A9-THC sowie 5,0, 10,0, 15,0, 25,0,
50,0 und 100,0 far A9-THC-COOH.

Tab. 2.12 Fur die Kalibration eingesetzte Volumina der A9-THCA-A- und T3DO0-Arbeitslésung sowie
resultierende Serumkonzentrationen [ng/ml] von A9-THCA-A, A9-THC, 11-OH-A9-THC und

A9-THC-COOH.
Volumen Volumen
A9-THCA-A- T3DO0- A9-THCA-A  A9-THC  11-OH-A9-THC A9-THC-COOH
Arbeitslésung Arbeitslosung [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]

[ul] [ul]

10 5 1 1 1 5
20 10 2 2 2 10
30 15 3 3 3 15
40 25 4 5 5 25
50 50 5 10 10 50
75 100 7,5 20 20 100

Zur Probenaufarbeitung wurde 1 ml Serum mit 25l IS (5 ng A9-THC-D3, 5 ng
11-OH-A9-THC-D3, 25 ng A9-THC-COOH-D3) dotiert, mit 2ml 0,1 M Essigsaure
verdunnt, kurz gemischt und auf eine Cqs-SPE-Saule uberfuhrt, welche mit 2 ml
Methanol und 2 ml 0,1 M Essigsaure bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 2 ml/min
konditioniert worden war. Nach dem Beladen mit der Probe bei einer
Durchflussgeschwindigkeit von 1 ml/min, wurde die C4s-SPE-Sdule mit 1 ml 0,1 M
Essigsaure und 1ml  Acetonitril/Wasser (70 : 30, V:V) bei einer
Durchflussgeschwindigkeit von 1 ml/min gewaschen und fur 2 min unter Stickstoff
getrocknet. Eluiert wurde mit 1,5 ml Acetonitril. Der Extrakt wurde bei 60°C unter
Stickstoff zur Trockne eingedampft. Nach Zugabe von 25 ul Ethylacetat und 25 pl
MSTFA wurde fur 45 min bei 90°C derivatisiert. 1 pl des derivatisierten Extraktes wurde
in das GC-MS-System injiziert.

2.4.2.3 Quantifizierung von 49-THCA-A und weiteren Cannabinoiden in Serum
mittels GC-MS/MS

2.4.2.3.1 Herstellung der Standardlésungen
Da A9-THCA-A in methanolischer Losung allmahlich zu A9-THC decarboxyliert, wurden
getrennte Arbeitsldsungen flir A9-THCA-A und die weiteren Cannabinoide hergestellt.

AulBerdem wurden jeweils getrennte Arbeitslosungen fur einen niedrigen (0,2 bzw.
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1,0 ng/ml bis 5,0 bzw. 25,0 ng/ml) und einen hohen (10,0 bzw. 50,0 ng/ml bis 30,0 bzw.
150,0 ng/ml) Kalibrationsbereich hergestellt.

Zunachst wurde eine A9-THCA-A-Stammlosung mit 1 mg/ml in Acetonitril hergestellt.
Aus dieser Stammldsung wurden die beiden methanolischen THCA-Arbeitslosungen mit
2 ug/ml (THCA-High-Arbeitslosung) bzw. 0,2 ug/ml  (THCA-Low-Arbeitslésung)
hergestellt. Aus den methanolischen Stammlésungen von CBD, A9-THC, CBN,
11-OH-A9-THC und A9-THC-COOH wurden die beiden T5DO0-Arbeitslésungen
hergestellt. Die Konzentrationen (ug/ml) der Cannabinoide in diesen Arbeitsldsungen
waren wie folgt: 2,0 fur CBD, A9-THC, CBN, 11-OH-A9-THC wund 10,0 fur
A9-THC-COOH (T5DO0-High-Arbeitslésung) bzw. 0,2 fir CBD, A9-THC, CBN,
11-OH-A9-THC und 1,0 fir A9-THC-COOH (T5DO0-Low-Arbeitslésung). Die Herstellung
des IS wurde bereits unter 2.4.2.2.1 beschrieben.

Daruber hinaus wurden zum Ansetzen der Qualitatskontrollproben wiederum getrennte
Arbeitslosungen fur A9-THCA-A und die weiteren Cannabinoide hergestellt. Die
Konzentrationen (ug/ml) der Cannabinoide in diesen Arbeitsldsungen waren wie folgt:
0,4 fur A9-THCA-A; 0,4 fur CBD, A9-THC, CBN, 11-OH-A9-THC und 10,0 fur
A9-THC-COOH. Alle Lésungen wurden bei -20°C aufbewahrt.

2.4.2.3.2 Aufnahme der Produkt-lonen-Spektren

Fir Aufnahme der Produkt-lonen-Spektren wurden methanolische L&sungen der
Cannabinoide mit 1 ug/ml verwendet, von denen jeweils 10 ul bei 40°C unter Stickstoff

zur Trockne eingedampft und wie unter 2.4.1 beschriebenen trimethylsilyliert wurden.

2.4.2.3.3 Quantifizierung

Die  Quantifizierung der Cannabinoide erfolgt anhand entsprechender
Kalibrationskurven, wobei folgende Kombinationen von IS und Analyten fur die
Berechnung der Peakflachenverhaltnisse gewahlt wurden: A9-THC-Dj; fur A9-THC,
CBD und CBN, 11-OH-A9-THC-D;3 fir 11-OH-A9-THC und A9-THC-COOH-D3 fir
A9-THC-COOH und A9-THCA-A.

Die Kalibratoren wurden durch Zugabe von 25 pul T3D3-Arbeitslosung und von
entsprechenden Volumina der A9-THCA- und T5DO0-Arbeitslésungen zu 1 ml Serum
hergestellt (Tab. 2.10). Da fur die einzelnen Serumkonzentrationen unterschiedliche

Volumina der Arbeitsldsungen dotiert wurden, erfolgte ein Volumenausgleich mit
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Methanol (50 ul dotiertes Volumen/ml Serum). Die Kalibratoren | bis XllI entsprachen
den folgenden Serumkonzentrationen (ng/ml): 0,2, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 4,0, 5,0,
10,0, 20,0 und 30,0 fur CBD, A9-THC, CBN, 11-OH-A9-THC und A9-THCA-A sowie 1,0,
2,5,5,0,7,5,10,0, 12,5, 15,0, 20,0, 25,0, 50,0, 100,0 und 150,0 fir A9-THC-COOH. Fur
jeden Kalibrator wurden sechs Bestimmungen durchgefuhrt. Die Probenaufarbeitung

entsprach der unter 2.4.2.2.3 beschriebenen Probenaufarbeitung.

Tab. 2.13 Fur die Kalibration eingesetzte Volumina der A9-THCA-A- und T5DO0-Arbeitsldsungen sowie
resultierende Serumkonzentrationen [ng/ml] von CBD, A9-THC, CBN, 11-OH-A9-THC,
A9-THCA-A und A9-THC-COOH (x5).

Serum- Volumen Volumen Volumen Volumen
Kalibrator Konzentration TH(_'.:A-_I__ow T5I?0-I:ow- THQA-I:Iigh- T5D_0-I-_I.igh-
[ng/ml] Arbeitslosung Arbeitsléosung Arbeitslosung Arbeitslosung
[ul] [ul] [ul] [ul]
I 0,2 1 1 / /
Il 0,5 2,5 2,5 / /
1] 1,0 5 5 / /
v 1,5 7,5 7,5 / /
Vv 2,0 10 10 / /
\ 2,5 12,5 12,5 / /
Vil 3,0 15 15 / /
VI 4,0 20 20 / /
IX 5,0 25 25 / /
X 10,0 / / 5 5
Xl 20,0 / / 10 10
X 30,0 / / 15 15

2.4.2.3.4 Selektivitéat

Zehn verschiedene Leerseren sowie zwei Nullseren (Leerserum mit 25 pl 1S) wurden

wie unter 2.4.2.3.3 beschrieben aufgearbeitet.

2.4.2.3.5 Richtigkeit und Prézision

Zur Bestimmung der Richtigkeit sowie Wiederhol- und Zwischenprazision wurden
Qualitatskontrollen (QK) mit folgenden Konzentrationen angesetzt: 1,0 ng/ml fir CBD,
A9-THC, CBN, 11-OH-A9-THC und A9-THCA-A sowie 5,0 ng/ml fir A9-THC-COOH
(Low), 5,0 ng/ml fir CBD, A9-THC, CBN, 11-OH-A9-THC und A9-THCA-A sowie
25,0 ng/ml far A9-THC-COOH (Medium) und 10,0 ng/ml fir CBD, A9-THC, CBN,
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11-OH-A9-THC und A9-THCA-A sowie 50,0 ng/ml fiir A9-THC-COOH (High). Die QK
wurden wie unter 2.4.2.3.3 beschrieben jeweils zweifach an sechs verschiedenen
Tagen aufgearbeitet und die Konzentrationen anhand von taglichen Kalibrationskurven

ermittelt.

2.4.2.3.6 Extraktionsausbeute

Fur die Extraktionsproben bei niedrigen (1 ng/ml fir CBD, A9-THC, CBN,
11-OH-A9-THC und A9-THCA-A bzw. 5 ng/ml fur AS-THC-COOH) und hohen (10 ng/ml
fur CBD, A9-THC, CBN, 11-OH-A9-THC und A9-THCA-A bzw. 50 ng/ml flr
A9-THC-COOH) Konzentrationen (jeweils n=6) wurde 1 ml Leerserum mit je 5 pl
T5D0-Low-Arbeitslésung und THCA-Low-Arbeitslésung bzw. mit je 5 yl T5D0-High-
Arbeitslosung und  THCA-High-Arbeitslosung sowie 65 pl  Methanol zum
Volumenausgleich dotiert. Nach Verdunnen mit 2 ml 0,1 M Essigsaure wurden die
Proben kurz gemischt und wie unter 2.4.2.3.3 beschrieben extrahiert. Die Eluate
wurden vor dem Eindampfen mit 25 ul IS versetzt und anschlielRend wie unter 2.4.1
beschrieben trimethylsilyliert.

FUr die Kontrollproben wurde 1 ml Leerserum mit 75 yl Methanol dotiert, mit 2 ml 0,1 M
Essigsaure verdinnt, kurz gemischt und wie unter 2.4.2.3.3 beschrieben extrahiert. Die
Eluate wurden vor dem Eindampfen mit je 5 yl T5D0-Low-Arbeitslosung und THCA-
Low-Arbeitslosung fur die niedrige Kontrollprobe (n =6) bzw. mit je 5yl T5D0-High-
Arbeitslosung und THCA-High-Arbeitslosung fur die hohe Kontrollprobe (n = 6) sowie
mit 25 pl IS versetzt. AnschlieRend wurden die Proben wie unter 2.4.1 beschrieben
trimethylsilyliert.

Die Extraktionsausbeuten (Mittelwert und Standardabweichung) der Analyten bei
niedriger und hoher Konzentration wurden durch Vergleich der Peakflachenverhaltnisse

(Analyt vs. IS) der Extraktionsproben mit denen der Kontrollproben bestimmt.

2.4.3 Isolierung von A9-THCA-A aus Marihuana

Das flr die Isolierung von A9-THCA-A verwendete Marihuana (Gesamt-A9-THC-Gehalt,
15,4 %; bestimmt mittels Gaschromatographie-Flammenionisationsdetektion) wurde
vom Landeskriminalamt Nordrhein-Westfalen zu Forschungszwecken zur Verflgung

gestellt.
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2.4.3.1 Herstellung des Rohextraktes

50g des pulverisierten Pflanzenmaterials wurden mit 100 ml Ethanol unter
gelegentlichem Umschutteln fir 48 h bei 4°C extrahiert. Nach dem Filtrieren wurde der
Rohextrakt in einem Rotationsverdampfer bei 30°C auf ein Volumen von etwa 80 ml
eingeengt. AnschlieRend wurde der Rohextrakt in Aliquoten von 15 ml fur jeweils 30 min
mit Aktivkohle (1,5 g Aktivkohle/15 ml Rohextrakt) inkubiert und nach dem Abfiltrieren in
einem Rotationsverdampfer bei 30°C zur Trockne eingedampft. Aus 15 ml Rohextrakt

konnten dabei etwa 290 mg eines brauen, amorphen Ruckstandes gewonnen werden.

2.4.3.2 Aufreinigung der 49-THCA-A mittels Saulenchromatographie

Zur Aufreinigung wurde der Ruckstand des Rohextraktes (290 mg) in 0,5 ml mobiler
Phase | (500 ml Cyclohexan, 25 ml Essigsaureethylester, 10 Tropfen konzentrierte
Ameisensaure) rekonstituiert. Die Auftrennung erfolgte an einer mit Aluminiumfolie
umhdallten Chromatographiesaule (40 x 400 mm) mit 120 g Kieselgel 60 als stationarer
Phase. Zunachst wurde A9-THC mit der mobilen Phase | abgetrennt, fur die Elution der
polareren A9-THCA-A wurde anschlieRend die mobile Phase Il (500 ml Cyclohexan,
50 ml Essigsaureethylester, 10 Tropfen konzentrierte Ameisensaure) verwendet. Beide
Ldsungsmittelgemische  passierten  die =~ Chromatographiesaule  mit  einer
Geschwindigkeit von etwa 7,5 ml/min unter Druckluft. Die einzelnen Fraktionen (15 ml)
wurden mittels Dunnschichtchromatographie (DC) auf A9-THC bzw. A9-THCA-A
uberpruft. Die Kieselgel 60 F254 Dunnschichtplatten (5 x 10 cm) wurden mit mobiler
Phase | entwickelt und zur ldentifizierung der Cannabinoide in Farbereagenz (2,5 g
Ammoniummolybdat, 1,0 g Cer(IV)sulfat, 100 ml 1 M Schwefelsdure) getaucht und
anschlie3end bei 100°C entwickelt. AS-THC und A9-THCA-A ergaben blaue Zonen bei
R¢= 0,65 bzw. Rf = 0,45. Die Elution von A9-THCA-A begann bei Fraktion 58, d.h. nach
870 ml mobiler Phase |. Die Fraktionen 59 bis 167 wurden vereinigt (1635 ml), in einem
Rotationsverdampfer bei  30°C  zur  Trockne eingedampft und letzte
Ldsungsmittelrickstande mit einer Drehschieber-Vakuumpumpe entfernt. Aus 290 mg

Rohextrakt konnten 114,5 mg eines gelben, amorphen Ruckstandes gewonnen werden.

2.4.3.3 Aufreinigung der 49-THCA-A mittels semiprédparativer HPLC-DAD

Fur die weitere Aufreinigung wurde dieser Ruckstand (114,5 mg) in Methanol

rekonstituiert (10 mg Rulckstand/ml  Methanol). Aliquote (250 yl) wurden bei
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Raumtemperatur auf einer Synergi® Hydro-RP-Saule (250 mm x 15 mm, 10 pm)
(Phenomenex, Torrance, CA, USA) isokratisch mit einen Laufmittelgemisch aus 5 mM
Ammoniumacetat pH 6,5 und Methanol (25 : 75, V : V) bei einer Gesamtflussrate von
30,0 ml/min innerhalb von 10 min getrennt. Fur die UV-Detektion wurde eine
Wellenlange von 220 nm eingestellt. Das HPLC-Eluat wurde wahrend der Elution von
A9-THCA-A gesammelt.

Nach dem Vereinigen der Eluate, wurde der Methanol-Anteil des Laufmittelgemisches
in einem Rotationsverdampfer bei 30°C entfernt. Die wassrige Phase wurde
anschlielend mit konzentrierter Ameisensaure auf einen pH-Wert von 3 bis 4 eingestellt
und mit 100 ml TBME extrahiert (n = 5). Die vereinigten organischen Phasen wurden
Uber Natriumsulfat getrocknet und anschlieBend in einem Rotationsverdampfer bei
30°C zur Trockne eingedampft. Aus 25 mg Ruckstand konnten 19,6 mg A9-THCA-A als

schwach gelber, amorpher Rickstandes gewonnen werden.

2.4.4 Studien zum Metabolismus von A9-THCA-A

2.4.4.1 Studie zum Metabolismus von A9-THCA-A an Ratten

Fur die toxikologisch-diagnostischen Untersuchungen wurde der Urin mannlicher
Wistar-Ratten (Charles River, Sulzfleck, Deutschland) unter Berucksichtigung des
entsprechenden Deutschen Gesetzestextes verwendet. Zwei Ratten wurde eine
Einmaldosis von 15 mg A9-THCA-A/kg Korpergewicht (10,1 mg A9-THCA-A/0,5 ml
Ethanol) per Schlundsondierung verabreicht. Urin und Kot wurden getrennt voneinander
Uber einen Zeitraum von 24 h in fluoridierten Erlenmeyerkolben gesammelt (~2,5 mg
Kaliumfluorid/ml Urin). Zur Prifung auf Stérkomponenten wurde vor der Verabreichung
von A9-THCA-A der Leerurin der Ratten gesammelt. Alle Proben wurden vor der

Analyse bei -20°C gelagert.

2.4.4.1.1 Probenaufbereitung zur Identifizierung von A49-THCA-A-Metaboliten in
Rattenurin mittels LC-MS/MS und LC-QTOF MS

200 pl Urin wurden mit 1 M Essigsaure auf einen pH-Wert von 5,2 eingestellt, mit 20 pl

einer Mischung von B-D-Glucuronidase und Arylsulfatase aus Helix pomatia versetzt

und far 1,5h bei 50°C inkubiert. Nach Zugabe von 500 ul Acetonitril (-18°C) zur

Proteinfallung wurde die Probe flr 10 min bei 4000 U/min zentrifugiert, 540 pl des
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Uberstandes abgenommen und in ein Probengeber-Glaschen tberfiihrt. Nach Zugabe
von 50 pl IS (50 ng A9-THC-COOH-D3) als Retentionszeitmarker wurde die Probe bei
40°C unter Stickstoff zur Trockne eingedampft. Fur die LC-MS/MS-Analyse wurde der
Ruckstand in 100 ul mobiler Phase (Laufmittel A : B, 90 : 10, V : V) aufgenommen. 20 pl
wurden in das LC-MS/MS- bzw. LC-QTOF MS-System injiziert.

Weitere 200 yl Urin wurden ohne enzymatische Konjugatspaltung wie oben

beschrieben aufgearbeitet.

2.4.4.1.2 Probenaufbereitung zur Ildentifizierung von A9-THC und dessen Metaboliten in
Rattenurin mittels GC-MS

1 ml Urin wurde mit 1 M Essigsaure auf einen pH-Wert von 5,2 eingestellt, mit 25 pl IS
(5ng A9-THC-D3;, 5ng 11-OH-A9-THC-D3, 25 ng A9-THC-COOH-D3) dotiert, zur
enzymatischen Konjugatspaltung mit 100 ul einer Mischung von B-D-Glucuronidase und
Arylsulfatase aus Helix pomatia versetzt und fur 1,5 h bei 50°C inkubiert. Anschlielend
wurde die Probe mit 2 ml 0,1 M Essigsaure verdunnt, kurz gemischt und wie unter
2.4.2.2.3 beschrieben aufgearbeitet.

Weitere 1 ml des Urins wurden ohne enzymatische Konjugatspaltung wie unter
2.4.2.2.3 beschrieben aufgearbeitet. Daruber hinaus wurde 1 ml des Urins zur
Konjugatspaltung durch alkalische Hydrolyse mit 250 pyl 10 M Natriumhydroxid-Losung
versetzt, fur 45 min bei 60°C inkubiert und wie unter 2.4.2.2.3 beschrieben

aufgearbeitet.

2.4.4.2 Studie zum humanen Metabolismus von 49-THCA-A

In einem Selbstversuch wurde von einem gesunden, mannlichen Probanden (BMI, 25,1;
Alter, 37 Jahre) eine Einmaldosis von 50 mg A9-THCA-A (50 mg A9-THCA-A/ml Sojadl)
in einer Hartgelatinekapsel oral eingenommen. Es wurden 13 Serum- und
Plasmaproben innerhalb von 32 h, 29 Urinproben innerhalb von vier Tagen sowie neun
Speichelproben innerhalb von 32 h nach Einnahme von A9-THCA-A gesammelt. Zur
Prifung auf Stérkomponenten wurden vor der Verabreichung von A9-THCA-A
Leerproben von Serum, Plasma, Urin und Speichel des Probanden gesammelt. Alle
Proben wurden vor der Analyse bei -20°C gelagert.

Fir die lIdentifizierung der A9-THCA-A-Metabolite wurde der funf Stunden nach

Verabreichung von A9-THCA-A gewonnene Urin verwendet.
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2.4.4.2.1 Probenvorbereitung zur Identifizierung von A49-THCA-A-Metaboliten in
Humanurin mittels LC-MS/MS und LC-QTOF MS

100 pl Urin wurden mit 1 M Essigsaure auf einen pH-Wert von 5,2 eingestellt, mit 10 pl
einer Mischung von B-D-Glucuronidase und Arylsulfatase aus Helix pomatia versetzt
und far 1,5h bei 50°C inkubiert. Nach Zugabe von 250 ul Acetonitril (-18°C) zur
Proteinfallung wurde die Probe flir 10 min bei 4000 U/min zentrifugiert, 270 pl des
Uberstandes abgenommen und in ein Probengeber-Glaschen tberfiihrt. Nach Zugabe
von 50 pl IS (50 ng A9-THC-COOH-Ds) als Retentionszeitmarker wurde die Probe bei
40°C unter Stickstoff zur Trockne eingedampft. Flr die LC-MS/MS-Analyse wurde der
Ruckstand in 100 ul mobiler Phase (Laufmittel A : B, 90 : 10, V : V) aufgenommen. 20 ul
wurden in das LC-MS/MS- bzw. LC-QTOF MS-System injiziert.

Weitere 100 yl Urin wurden ohne enzymatische Konjugatspaltung wie oben

beschrieben aufgearbeitet.

2.4.4.2.2 Probenvorbereitung zur Identifizierung von A49-THCA-A-Metaboliten in

Humanurin mittels GC-MS

1 ml Urin wurde mit 1 M Essigsaure auf einen pH-Wert von 5,2 eingestellt, zur
enzymatischen Konjugatspaltung mit 75 ul einer Mischung von B-D-Glucuronidase und
Arylsulfatase aus Helix pomatia versetzt und fur 1,5 h bei 50°C inkubiert. Anschliel3end
wurde die Probe mit 2 ml 0,1 M Essigsaure verdunnt, kurz gemischt und wie unter
2.4.2.2.3 beschrieben aufgearbeitet.

Weitere 1 ml des Urins wurden ohne enzymatische Konjugatspaltung wie unter

2.4.2.2.3 beschrieben aufgearbeitet.

2.4.4.3 Studie zum Metabolismus von A9-THCA-A in Rattenlebermikrosomen

Die Rattenlebermikrosomen wurden in einem hauseigenen Verfahren durch fraktionierte
Zentrifugation aus Rattenlebern selbst hergestellt. Die erhaltenen Mikrosomen
(Proteingehalt: 35 mg/ml) wurden aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Der Inkubationsansatz (Endvolumen: 155 pl) bestand aus 44 pl Phosphatpuffer pH 7,4,
56 yl NADPH/H"-regenerierendes System (25 pl Isocitrat-Lésung, 25 yl NADP*, 6
Isocitrat-Dehydrogenase), 10 pyl Superoxiddismutase (2 U/ml) und 30 uyl A9-THCA-A-
Losung (2,5 mM). Das Substrat wurde nach Verdinnung einer methanolischen

A9-THCA-A-Stammldsung (25 mM) mit deionisiertem Wasser zugegeben. Die Reaktion
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wurde durch Zugabe von 15 pl der eisgekuhlten Mikrosomen gestartet und der Ansatz
fur 60 min bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 375 ul Acetonitril (-18°C) wurde die
Reaktion gestoppt. Der Ansatz wurde fur 10 min bei 4000 U/min zentrifugiert, 270 ul
des Uberstandes wurden abgenommen und in ein Probengeber-Glaschen uberfiihrt.
Nach Zugabe von 50 pl IS (50 ng A9-THC-COOH-D3) als Retentionszeitmarker wurde
die Probe bei 40°C unter Stickstoff zur Trockne eingedampft. Fur die LC-MS/MS-
Analyse wurde der Ruckstand in 100 yl mobiler Phase (Laufmittel A : B, 90: 10, V : V)
aufgenommen. 20 yl wurden in das LC-MS/MS-System injiziert.

2.4.5 Studien zur Elimination von A9-THCA-A und ihren Metaboliten

Fir die Untersuchungen zur Elimination von A9-THCA-A und ihren Metaboliten wurden
die im Rahmen des unter 2.4.4.2 beschriebenen Selbstversuches gewonnenen Serum-,

Urin- und Speichelproben herangezogen.

2.4.5.1 Quantifizierung von 4A9-THCA-A in Serum, Plasma und Urin mittels GC-MS

Fir die quantitativen Bestimmungen wurden die unter 2.4.2.3.1 beschriebenen
Standardlésungen verwendet. Die Kalibratoren wurden durch Zugabe von 25 ul T3D3-
Arbeitsldsung und von entsprechenden Volumina der A9-THCA- und T5DO0-
Arbeitslosungen zu 1 ml Serum bzw. Urin hergestellt (Tab. 2.14). Da unterschiedliche
Volumina der Arbeitslésungen dotiert wurden, erfolgte ein Volumenausgleich mit
Methanol (50 pl dotiertes Volumen/ml Serum). Die Kalibratoren | bis V entsprachen den
folgenden Serum- und Urinkonzentrationen (ng/ml): 0,5, 1,0, 5,0, 7,5 und 10,0 fur CBD,
A9-THC, CBN, 11-OH-A9-THC und A9-THCA-A sowie 2,5, 5,0, 25,0, 37,5 und 50,0 fur
A9-THC-COOH. Anschlielend wurde die Probe mit 2 ml 0,1 M Essigsaure verdinnt,
kurz gemischt und wie unter 2.4.2.2.3 beschrieben aufgearbeitet. Die Extrakte wurden
fur die Studien jedoch bei 40°C unter Stickstoff zur Trockne eingedampft.
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Tab. 2.14 Fur die Kalibration eingesetzte Volumina der A9-THCA-A- und T5DO0-Arbeitsldsungen sowie
resultierende Serum- und Urinkonzentrationen [ng/ml]] von CBD, A9-THC, CBN,
11-OH-A9-THC, A9-THCA-A und A9-THC-COOH (x5).

Volumen Volumen Volumen Volumen
Kalibrator Konzentration THCA-Low T5D0-Low- THCA-High- T5D0-High-
[ng/ml] Arbeitslosung Arbeitslosung Arbeitslosung Arbeitslésung

[m1] [ul] [ul] [ul]
| 0,5 2,5 2,5 / /
Il 1,5 7,5 7,5 / /
1] 5,0 25 25 / /

v 7,5 / / 3,75 3,75
\Y 10,0 / / 5 5

2.4.5.1.1 Probenvorbereitung zur Quantifizierung von 49-THCA-A in Serum und Plasma
mittels GC-MS

Nach Verdiunnung von Serum und Plasma gemall Tab. 2.15 wurden 25 pl IS (5 ng
A9-THC-D3, 5ng 11-OH-A9-THC-D3, 25 ng A9-THC-COOH-D3) zu 1 ml Serum bzw.
Plasma (Gesamtvolumen) zugegeben, die Probe mit 1 M Essigsaure auf einen pH-Wert
von 5,2 eingestellt, mit 25 ul einer Mischung von B-D-Glucuronidase und Arylsulfatase

aus Helix pomatia versetzt und fur 12 h bei 37°C inkubiert.

Tab. 2.15 Verdinnung von Serum und Plasma fiir die quantitative Bestimmung von A9-THCA-A mittels
GC-MS (* 2 ml angesetzt, aber nur 1 ml aufgearbeitet).

Volumen Volumen Volumen Volumen
Serumprobe Leerserum Plasmaprobe Leerplasma

[ul] (W] [ul] (W]
Serum 1 1000 0 Plasma 1 500 500
Serum 2 200 800 Plasma 2 100 900
Serum 3 50 950 Plasma 3 50 950
Serum 4 50 950 Plasma 4 25 975
Serum 5 20 980 Plasma 5 50 950
Serum 6 5 1995* Plasma 6 5 1995*
Serum 7 5 1995* Plasma 7 5 995
Serum 8 5 1995* Plasma 8 5 995
Serum 9 20 980 Plasma 9 10 990
Serum 10 50 950 Plasma 10 100 900
Serum 11 200 800 Plasma 11 500 500
Serum 12 200 800 Plasma 12 500 500

Serum 13 500 500 Plasma 13 500 500
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AnschlieRend wurde die Probe mit 2 ml 0,1 M Essigsaure verdinnt, kurz gemischt und
wie unter 2.4.2.2.3 beschrieben aufgearbeitet. Die Extrakte wurden fur die Studien
jedoch bei 40°C unter Stickstoff zur Trockne eingedampft.

Darlber hinaus wurden Serum und Plasma ohne enzymatische Konjugatspaltung wie

oben beschrieben aufgearbeitet.

2.4.5.1.2 Probenvorbereitung zur Quantifizierung von 49-THCA-A in Urin mittels GC-MS

Nach Verdinnung von 100 pl Urin mit 900 pl deionisiertem Wasser wurden 25 pl IS
(5 ng A9-THC-D3, 5 ng 11-OH-A9-THC-D3, 25 ng A9-THC-COOH-D3) zugegeben, die
Probe mit 1 M Essigsaure auf einen pH-Wert von 5,2 eingestellt, mit 25 ul einer
Mischung von B-D-Glucuronidase und Arylsulfatase aus Helix pomatia versetzt und far
12 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe mit 2 ml 0,1 M Essigsaure
verdunnt, kurz gemischt und wie unter 2.4.2.2.3 beschrieben aufgearbeitet. Die Extrakte
wurden fur die Studien jedoch bei 40°C unter Stickstoff zur Trockne eingedampft.

Daruber hinaus wurde 1 ml Urin in gleicher Weise aufgearbeitet.

2.4.5.1.3 Probenvorbereitung zur Quantifizierung von A9-THCA-A in Speichel mittels
GC-MS

Nach Zugabe von 25ul IS (5ng A9-THC-D3, 5ng 11-OH-A9-THC-D3, 25ng

A9-THC-COOH-D3) zu 1 ml Speichel, wurde die Probe mit 2 ml 0,1 M Essigsaure

verdunnt, kurz gemischt und wie unter 2.4.2.2.3 beschrieben aufgearbeitet. Die Extrakte

wurden fur die Studien jedoch bei 40°C unter Stickstoff zur Trockne eingedampft.

2.4.5.2 Probenvorbereitung zur Bestimmung von A9-THCA-A-Metaboliten in
Serum, Plasma und Urin mittels LC-MS/MS

100 yl Probe (Serum, Plasma, Urin bzw. Speichel) wurden wie unter 2.4.4.2.1

beschrieben aufgearbeitet, jedoch ohne enzymatische Konjugatspaltung.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 Untersuchung von Cannabis-Rauchkondensaten

Grundlage fur die Beschaftigung mit AS-THCA-A waren qualitative Untersuchungen zu
im Rauch von Cannabisprodukten (Marihuana und Haschisch) enthaltenen
Cannabinoiden und Cannabinoid-Abbauprodukten, welche fur eine Absorption in der
Lunge zur Verfugung stehen. In Nordrhein-Westfalen wurde in den letzten Jahren ein
stetiger Anstieg des Gesamt-A9-THC-Gehaltes von Marihuana und Haschisch
(bezogen auf das getrocknete Material) von 6,5 % 1995 auf 11,4 % 2005 beobachtet
83 Dieser Anstieg wird einerseits auf neue Varietiten von Cannabis sativa L.,
andererseits auf ausgefeilte Anbautechniken in Gewachshausern mit speziellen
Substraten flr einzelne Wachstumsphasen, Hormonbehandlung fur verbesserte
Keimung und Wurzelbildung sowie automatische Beleuchtung und Bewasserung bei
standiger Kontrolle des pH-Wertes und des Nahrstoffangebotes zurtickgefuhrt.

FUr die Untersuchung der im Rauch verfugbaren Inhaltsstoffe wurden Marihuana und
Haschisch mit hohem Gesamt-A9-THC-Gehalt zusammen mit kommerziell erhaltlichem
Tabak verbrannt. Der Zusatz von Tabak war erforderlich, da die Verbrennung von
Marihuana und Haschisch allein kaum in Gang gehalten werden konnte. Der bei der
Verbrennung entstehende Rauch wurde aufgefangen und das Kondensat wie unter
2.4.1 beschrieben in Methanol geldst, verdinnt und fir die GC-MS-Analyse derivatisiert
(Trimethylsilylierung, direkte Methylierung sowie extraktive Methylierung).

Sowohl nach Trimethylsilylierung als auch nach Methylierung wurde wie erwartet in
beiden Cannabisprodukten hauptsachlich das psychoaktiv wirksame A9-THC detektiert.
Daneben konnten das ebenfalls psychoaktiv wirksame CBD, das psychoinaktive CBG
sowie das ebenfalls psychoinaktive A9-THC-Abbauprodukt CBN nachgewiesen werden.
Nach Methylierung wurde darlber hinaus A9-Tetrahydrocannabivarin identifiziert. Diese
Substanz ist wie A9-THC psychoaktiv wirksam und wurde zur Abgrenzung eines
missbrauchlichen Cannabis-Konsums gegenuber einer therapeutischen Einnahme des
reinen A9-THC-Praparates Marinol® vorgeschlagen [13* 184-187]

Nach Trimethylsilylierung wurde neben dem Hauptwirkstoff A9-THC zusatzlich dessen
biogenetischer Vorlaufer A9-THCA-A (Abb. 3.1) nachgewiesen. Der Nachweis von
A9-THCA-A nach Methylierung gelang nicht, was maoglicherweise auf eine artefaktische

Freisetzung von A9-THC zurickzuflhren ist.
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Abb. 3.1 GC-EI-MS Chromatogramm nach Trimethylsilylierung des kondensierten Rauches nach
Verbrennung von Marihuana (oben) und Haschisch (unten).

In frischem Pflanzenmaterial liegen etwa 95 % des Gesamt-A9-THC in Form der
inaktiven A9-THCA-A vor. Wahrend Lagerung und Fermentation erfolgt jedoch ein
allmahlicher Abbau zu A9-THC 2% 447571 Neben den Ausgangsgehalten in der Pflanze
tragt dieser Abbauprozess sicher mit zu den deutlichen Unterschieden der A9-THCA-A-
Gehalte in einzelnen Cannabisprodukten bei .

Bislang wurde angenommen, dass A9-THCA-A beim Rauchen von Marihuana bzw.
Haschisch vollstandig in das psychoaktive A9-THC umgewandelt wird. Dussy et. al 4
zeigten, dass unter analytischen Bedingungen ca. 70 % der A9-THCA-A zu A9-THC
umgesetzt, wahrend bei Simulation des Rauchens jedoch nur etwa 30 % der
Vorlaufersubstanz als A9-THC verfugbar werden. Aufgrund dieser Ergebnisse sowie
des Nachweises relevanter Mengen an A9-THCA-A in Rauchkondensaten von
Haschisch und Marihuana war anzunehmen, dass beim Rauchen neben A9-THC auch
dessen biogenetischer Vorlaufer in der Lunge absorbiert wird. Deshalb erfolgten weitere

Untersuchungen zur Charakterisierung dieses potentiellen Cannabis-Konsum-Markers.
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3.2 Quantifizierung von A9-THCA-A in Korperflussigkeiten

3.2.1 Quantifizierung von A9-THCA-A in Serum und Urin mittels LC-MS/MS

3.2.1.1 Methodenentwicklung

Zum Nachweis sowie zur Quantifizierung von A9-THCA-A in Serum und Urin von
Cannabis-Konsumenten wurde eine LC-MS/MS-Methode mit ESI| entwickelt, da sich die
ESI besonders fur die Analyse thermolabiler Verbindungen wie A9-THCA-A eignet.
Zunachst wurden Single-Quadrupol-Massenspektren von A9-THCA-A im Q1-Scan-
Modus mit positiver und negativer ESI bei drei verschiedenen DP (20, 50 und 80 V)
aufgenommen (Abb. 3.2 und Abb. 3.3).
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Abb. 3.2 Q1-Scan-Spektrum von A9-THCA-A mit negativer ESI bei DP -20 V (oben), DP -50 V (Mitte)
und DP -80 V (unten).
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Abb. 3.3 Q1-Scan-Spektrum von A9-THCA-A mit positiver ESI bei DP 20 V (oben), DP 50 V (Mitte) und
DP 80 V (unten).

Aufgrund der Molekulstruktur von A9-THCA-A war anzunehmen, dass die Carboxyl-

Gruppe in Position 2 sehr leicht deprotoniert wird und sich A9-THCA-A dadurch

besonders fur negative ESI eignet. Wie erwartet, wurde A9-THCA-A bei negativer ESI

mit deutlich hoherer Empfindlichkeit detektiert als bei positiver. Mit positiver ESI zerfiel

das Molekulion bereits bei einem DP von 20V durch eine Wasserelimination in ein

Fragmention mit m/z 341, wahrend die Fragmentierung in der lonenquelle mit negativer

ESI bei einem DP von -20 V nur sehr gering ausgepragt war. Fur die nachfolgenden

Experimente wurde deshalb die negative lonisierung gewahlt.
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Zum Vergleich von ESI und Atmospharendruck-Chemischer-lonisation (APCI) wurde
zusatzlich ein Single-Quadrupol-Massenspektrum von A9-THCA-A im Q1-Scan-Modus
mit negativer APCI bei drei verschiedenen DP (-20, -50 und -80 V) aufgenommen
(Abb. 3.4).
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Abb. 3.4 Q1-Scan-Spektrum von A9-THCA-A mit negativer APCI bei DP -20 V (oben), DP -50 V (Mitte)
und DP -80 V (unten).

Im Gegensatz zur relativ schonenden ESI zerfiel das deprotonierte Molekilion mit
negativer APCI bereits bei einem DP von -20 V durch Abspaltung der Carboxyl-Gruppe
in Position 2 grofteils in A9-THC mit dem charakteristischen Fragmention mit m/z 313.

Bei dem lon mit m/z 371 handelt es sich um ein Methyl-Addukt, welches durch die
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Verwendung einer methanolischen A9-THCA-A-Lésung entstand. Da die
Fragmentierung in der lonenquelle bei ESI deutlich geringer ausgepragt war als bei
APCI und A9-THCA-A bei ESI zudem mit deutlich hoherer Empfindlichkeit detektiert
wurde als bei APCI, wurden die nachfolgenden MS/MS-Experimente mit negativer ESI
bei einem DP von -20 V durchgefuhrt.

GemaR dem Standardverfahren zur Aufnahme einer MS/MS-Spektren-Bibliothek [88: 189
wurden anschlieBend Produkt-lonen-Spektren des deprotonierten Molekulions von
A9-THCA-A bei den Kollisionsenergien -20 eV, -35eV und -50 eV aufgenommen
(Abb. 3.5).
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Abb. 3.5 Produkt-lonen-Spektrum und vorherrschendes Fragmentierungsmuster von A9-THCA-A mit
negativer ESI bei CE -20 eV (oben), CE -35 eV (Mitte) und CE -50 eV (unten).
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A9-THCA-A zeigt bei negativer ESI ein Molektlion von m/z 357. Das Fragmention mit
m/z 313 entsteht aus dem Molekulion durch Abspaltung der Carboxyl-Gruppe in
Position 2. Eine Wasserabspaltung aus dem Molekulion hingegen fuhrt zu einem
Fragmention mit m/z 339. Durch eine neutrale Abspaltung von CsHg aus dem
Ringsystem des Fragmentions mit m/z 313 entsteht ein Fragmention mit m/z 245, aus
welchem wiederum durch eine weitere Ringoffnung das Fragmention mit m/z 191
gebildet wird. Alle anderen Fragmentionen konnten keiner Struktur zugeordnet werden.

Zur Erstellung der unter 2.3.2.1 beschriebenen MRM-Methode wurden aus diesen
Produkt-lonen-Spektren mit den Ubergédngen m/z 357-313, m/z 357-245 und
m/z 357-191 drei fir A9-THCA-A charakteristische Ubergadnge ausgewahlt. Der
Ubergang m/z 357-313 wurde zur Quantifizierung von A9-THCA-A verwendet, wahrend
die Ubergange m/z 357-245 und m/z 357-191 zur sicheren ldentifizierung dienten.

Als Ausgangspunkt fur die Entwicklung einer geeigneten Probenaufarbeitung wurde
zunachst eine FlUssig-Flussig-Extraktion (LLE) mit Essigsaureethylester : Diethylether
(1:1, V:V) bei einem pH-Wert von 6,0 getestet, welche sich als Probenaufarbeitung
fur die Bestimmung von A9-THC-COOH und A9-THC-COOH-Glucuronid in Urin mittels
LC-MS/MS bewahrt hatte [, Zunachst wurde versucht, die Extraktion durch Variation
des pH-Wertes zu verbessern, wobei flir verschiedene pH-Werte jedoch kein
signifikanter Unterschied beobachtet wurde. Deshalb wurden im Anschluss
verschiedene Losungsmittel fur die LLE getestet (Abb. 3.6). Dabei wurde das zunachst
verwendete Lésungsmittelgemisch mit einem Gemisch aus
Essigsaureethylester : n-Hexan (4 : 1, V : V), den Lésungsmitteln Essigsaureethylester
und n-Hexan sowie einem Gemisch aus Essigsaureethylester : n-Hexan : Isopropanol
(1:1:1, V:V:V) verglichen (jeweils n=35). Unter Verwendung des unpolaren
n-Hexans verlief die Extraktion deutlich schlechter als mit Essigsaureethylester bzw.
dessen Gemischen. Eine verbesserte Extraktion ergab sich flr das durch den
Isopropanol-Anteil leicht polarere Gemisch aus gleichen Teilen
Essigsaureethylester : n-Hexan : Isopropanol. Allerdings wurde bei allen fur die LLE
getesteten Losungsmitteln ein hohes Rauschen beobachtet. Deshalb wurde die LLE
zusatzlich mit einer standardisierten C1s-SPE verglichen. Mit der SPE-basierten
Probenaufarbeitung (siehe Kapitel 2.4.2.1.3) konnte das Rauschen bei gleichzeitig guter
Extraktion deutlich reduziert werden. Um einen Verlust von A9-THCA-A im Waschschritt
zu vermeiden, wurde die Zusammensetzung der Acetonitril-Wasser-Waschlésung von
70 :30 (V: V) auf 40 : 60 (V : V) umgestellt [,
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Abb. 3.6 Vergleich der Extraktion von A9-THCA-A bei Verwendung verschiedener Losungsmittel fur die
LLE: Essigsaureethylester: Ether (1:1, V:V) (A), Essigsdureethylester: n-Hexan (4 :1,
V:V) (B), n-Hexan (C), Essigsaureethylester (D),
Essigsaureethylester : n-Hexan : Isopropanol (1:1:1,V:V:V)(E).

Fir die Quantifizierung von A9-THCA-A wurde im Serum von 0 bis 75 ng/ml, im Urin
von 0 bis 100 ng/ml A9-THCA-A kalibriert. Mit einem ungewichteten, linearen
Kalibrationsmodel wurden mit Korrelationskoeffizienten (R?) von 0,997 fiir Serum bzw.
0,998 fur Urin gute Linearitaten erzielt.

Nachweis- und Bestimmungsgrenze der LC-MS/MS-Methode wurden durch die
Berechnung von Signal-Rausch-Verhaltnissen (S/N) ermittelt. Der Nachweisgrenze
(LOD) wurde ein S/N groRRer drei, der Bestimmungsgrenze (LOQ) ein S/N grofker 10
zugrunde gelegt. Fur Serum und Urin ergab sich jeweils eine Nachweisgrenze von
2,5 ng/ml. Die Bestimmungsgrenzen lagen fur Serum bei 7,5 ng/ml und fur Urin bei
5,0 ng/ml.

Zusatzlich wurde die Wiederholprazision (n=5) der Methode bei 7,5ng/ml und
25 ng/ml in Serum und Urin bestimmt. Die relativen Standardabweichungen betrugen
8,5 % fur Serum bzw. 2,0 % fur Urin bei der niedrigen Konzentration sowie 7,1 % fur

Serum bzw. 4,0 % fur Urin bei der hohen Konzentration.

3.2.1.2 Anwendung auf Realproben

Im Rahmen von Polizeikontrollen zu Fahren unter dem Einfluss von Drogen gewonnene

Serum- und Urinproben wurden auf die Anwesenheit von A9-THCA-A untersucht. In
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Tabelle 3.1 sind die Konzentrationen von A9-THCA-A sowie von A9-THC und dessen
Metaboliten 11-OH-A9-THC und A9-THC-COOH zusammengefasst.

Tab.3.1 Serum- und Urinkonzentrationen von A9-THCA-A (LC-MS/MS) sowie von A9-THC,
11-OH-A9-THC und A9-THC-COOH (GC-MS). (n.n.: nicht nachgewiesen).

Matrix Probe A9-THCA-A A9-THC 11-OH-A9-THC A9-THC-COOH
[ng/ml] [ng/mil] [ng/ml] [ng/ml]

Serum T-0074-06 n.n. 34 17 275
Serum T-0086-06 <LOQ 43 16 208
Serum T-0128-06 n.n. 85 38 325
Serum T-0336-06 <LOQ 51 31 275
Serum T-0424-06 <LOQ 39 31 223
Serum T-0668-06 <LOQ 37 16 190
Serum T-0821-06 <LOQ 49 8,4 107
Serum T-0885-06 n.n. 35 9,2 101
Serum T-1098-06 n.n. 34 11 117
Serum T-1743-06 n.n. 31 11 89
Serum T-2285-06 14,8 70 32 219
Serum T-2292-06 <LOQ 39 22 227
Urin T-0824-06 n.n. n.n. n.n. 675
Urin T-0984-06 n.n. n.n. n.n. 117
Urin T-0985-06 n.n. n.n. n.n. 275
Urin T-1014-06 n.n. n.n. n.n. 275
Urin T-1354-06 n.n. n.n. n.n. 600
Urin T-1552-06 n.n. n.n. n.n. 625
Urin T-1610-06 n.n. n.n. n.n. 425
Urin T-1627-06 n.n. n.n. n.n. 600
Urin T-1698-2-06 5,0 n.n. n.n. 4395
Urin T-1698-3-06 10,9 n.n. n.n. 2155
Urin T-1795-06 n.n. n.n. n.n. 6525

Urin T-1829-06 n.n. n.n. n.n. 275
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Die Konzentrationen von A9-THCA-A wurden mit der neu entwickelten LC-MS/MS-
Methode, die Konzentrationen von A9-THC, 11-OH-A9-THC und A9-THC-COOH
hingegen mit dem Labor-internen, validierten Standardverfahren zur Bestimmung von
Cannabinoiden in Serum und Urin mittels GC-MS ermittelt.

Mit den oben genannten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen gelang der Nachweis
von unkonjugierter A9-THCA-A nur in sieben der zwolf untersuchten Serumproben und
sogar nur in zwei der zwdlf untersuchten Urinproben. Dies ist wahrscheinlich darauf
zuruckzufuhren, dass A9-THCA-A nicht unverandert im Urin ausgeschieden wird,
sondern in-vivo einer metabolischen Veranderung unterliegt. Wie fur A9-THC sind
einerseits vielfaltige oxidative Veranderungen maoglich, andererseits kommt aber auch
eine direkte Umsetzung von A9-THCA-A durch die UDP-Glucuronyl-Transferase zu
A9-THCA-A-Glucuronid in Betracht.

In allen zwdlf untersuchten Serumproben wurden Spuren von A9-THCA-A detektiert,
allerdings wurde nur in sechs Serumproben die Nachweisgrenze von 2,5 ng/ml und
sogar nur in einer Serumprobe die Bestimmungsgrenze von 7,5 ng/ml Uberschritten
(Abb. 3.7, oben).

Charakteristisch  fur alle Serumproben waren die im Vergleich zu den
A9-THC-Konzentrationen relativ geringen A9-THCA-A-Konzentrationen. Daraus
ergaben sich molare Verhaltnisse von A9-THCA-A und A9-THC von 5,0 bis 18,6 %. Nur
in der Serumprobe mit einer A9-THCA-A-Konzentration von 14,8 ng/ml ergab sich mit
18,6 % ein hoher Wert fur das molare Verhaltnis von A9-THCA-A und A9-THC. Die
hohe A9-THC-Konzentration von 70 ng/ml deutet dabei auf einen kurzen zeitlichen
Abstand zwischen dem letztem Cannabis-Konsum und der Blutentnahme hin. In diesem
speziellen Fall vergingen zwischen der Verkehrskontrolle durch die Polizei und der
Blutentnahme nur ungefahr 17 min, eine relativ geringe Zeitspanne verglichen mit der
durchschnittlichen Zeitspanne von etwa 60 min bei Proben aus Stralienverkehrsfallen,
die im Institut fur Rechtsmedizin untersucht wurden. Dariber hinaus ist aufgrund der
hohen A9-THC-COOH-Konzentration im Serum ein regelmaliger Cannabis-Konsum
anzunehmen.

Nimmt man fur A9-THCA-A eine deutlich kirzere Eliminationshalbwertszeit an als fur
A9-THC, so korreliert ein hoher Wert fur das molare Verhaltnis von A9-THCA-A und
A9-THC mit einer kurzen Zeitspanne zwischen letztem Cannabis-Konsum und

Blutentnahme.
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Im Urin konnte unkonjugierte A9-THCA-A nur bei sehr hohen A9-THC-COOH-
Konzentrationen (2135 ng/ml bzw. 4395 ng/ml) nachgewiesen werden (Abb. 3.7, unten),
welche auf einen regelmalligen Cannabis-Konsum schlief3en lassen. In der Urinprobe
mit der hochsten A9-THC-COOH-Konzentration (6525 ng/ml) gelang der Nachweis
jedoch nicht. Moglicherweise liegt der uberwiegende Teil der im Urin ausgeschiedenen
A9-THCA-A in Form oxidativer Metabolite oder Glucuronide vor. Bei einer deutlich
kirzeren Eliminationshalbwertszeit von A9-THCA-A bzw. von A9-THCA-A-Metaboliten
verglichen mit A9-THC-COOH, wurde deren Nachweis wiederum auf einen kurz

zurutickliegenden Cannabis-Konsum hindeuten.
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Abb. 3.7 Rekonstruierte LC-ESI-MRM lonenchromatogramme von A9-THCA-A (m/z 357-313,
m/z 357-245 und m/z 357-191) und dem IS A9-THC-COOH-D; (m/z 346-302) in der
Serumprobe mit 14,8 ng/ml A9-THCA-A (oben) bzw. in der Urinprobe mit 10,9 ng/ml
A9-THCA-A (unten). Die unterschiedlichen Retentionszeiten ergaben sich durch die Messung
der Serum- und Urinproben in unterschiedlichen Serien.



3.2 Quantifizierung von A9-THCA-A in Kérperfliissigkeiten

69

3.2.2 Quantifizierung von A9-THCA-A im Serum mittels GC-MS

3.2.2.1 Methodenentwicklung

Zunachst wurde ein El-Massenspektrum von A9-THCA-A nach Trimethylsilylierung im

Full-Scan-Modus aufgenommen und mit dem Referenzspektrum aus der MPW-

Spektrenbibliothek verglichen (Abb. 3.8) ['%4,
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Abb. 3.8 GC-EI-MS-Spektrum und vorherrschendes Fragmentierungsmuster von A9-THCA-A nach
Trimethylsilylierung: Aufgenommenes Spektrum (oben), Referenzspektrum aus der MPW-

Spektrenbibliothek (unten).

A9-THCA-A zeigt nach Trimethylsilylierung ein Molekulion von m/z 502. Aus diesem

entsteht durch die Abspaltung einer Methyl-Gruppe aus der trimethylsilylierten

Carboxyl-Gruppe das Fragmention mit m/z 487 1'%l Bei den Fragmentionen mit
m/z 488 (40,2 % der Intensitit des Fragmentions mit m/z 487 "®) und m/z 489 (15,2 %

der Intensitat des Fragmentions mit m/z 487 1'%*) handelt es sich um Isotopenpeaks des

Fragmentions mit m/z 487. Kommt es nach Abspaltung der Methyl-Gruppe zusatzlich zu

einer Allyl-Spaltung der Pentyl-Seitenkette fuhrt dies zu einem Fragmention mit
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m/z 431. Das Fragmention mit m/z 413 entsteht durch die Abspaltung von OSi(CH3);
aus der trimethylsilylierten Carboxyl-Gruppe unter Bildung eines stabilen Acyliumions
(R-C*=0|) ", Durch Abspaltung der trimethylsilylierten Carboxyl-Gruppe aus dem
Molekulion entsteht dagegen das Fragmention mit m/z 385. Das Fragmention mit
m/z 339 konnte keiner Struktur zugeordnet werden.

Fur die Extraktion der Cannabinoide wurde die unter 2.4.2.2.3 beschriebene,
SPE-basierte Probenvorbereitung verwendet. Dieses Verfahren wird auch im Rahmen
des Labor-internen, validierten Standardverfahrens zur Bestimmung von Cannabinoiden
in Serum und Urin mittels GC-MS eingesetzt und hat sich in der Vergangenheit
aufgrund hoher Extraktionsausbeuten und geringer Matrixbelastung fir die Extraktion
von A9-THC und dessen Metaboliten aus Serum und Urin bewahrt. Um auch bei
niedrigen Konzentrationen eine zuverlassige Quantifizierung der Cannabinoide
gewahrleisten zu kénnen, ist jedoch ein Probenvolumen von 1 ml Serum erforderlich.
Zur Quantifizierung wurden die Cannabinoide mit der unter 2.3.2.2 beschriebenen
GC-MS-Methode im SIM-Modus detektiert. Zur routinemafRigen Erfassung von
A9-THCA-A wurde die oben genannte GC-MS-Methode um ein zusatzliches Zeitfenster
erweitert. Gemaly den forensischen Richtlinien werden dabei fur jeden Analyten drei
charakteristische lonen (ein lon fur die Quantifizierung, zwei weitere lonen fur die
sichere Identifizierung) aufgezeichnet. Die Auswahl geeigneter lonen war jedoch sehr
begrenzt, da das Massenspektrum von A9-THCA-A mit dem Fragmention m/z 487
lediglich ein intensives lon aufweist. Die hohe Intensitat dieses Fragmentions ist darauf
zuruckzufihren, dass nach Abspaltung einer Methyl-Gruppe aus der trimethylsilylierten
Carboxyl-Gruppe des Molekilions ein stabiles, cyclisches lon gebildet wird, dessen

Ladung an den beiden derivatisierten funktionellen Gruppen lokalisiert ist (Abb. 3.9) ['®%,

g
H3C—Si—CH,

H,C

*

Abb. 3.9 Bildung des stabilen, cyclischen Fragmentions mit m/z 487.
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Aus dem Massenspektrum wurden die lonen m/z 487, m/z488 und m/z 489 als
charakteristische Fragmentionen fur das trimethylsilylierte A9-THCA-A-Derivat
ausgewahlt. Das Massenspektrum von A9-THCA-A weist zwar noch weitere
charakteristische lonen (m/z 502, m/z431, m/z413, m/z385 und m/z 339) auf,
allerdings war deren Intensitat zu gering, um diese fur eine sichere ldentifizierung
heranziehen zu kdnnen.

Die Methylierung, welche vielfach fir den Cannabinoid-Nachweis eingesetzt worden

war [195-200]

, wurde als alternative Derivatisierungsmethode getestet. Dazu wurde
A9-THCA-A sowohl durch direkte Umsetzung mit Kaliumcarbonat/lodmethan als auch
extraktiv methyliert. Von einer Methylierung mit Diazomethan wurde aufgrund der
Toxizitat des Reagenzes abgesehen. Bei der direkten Methylierung konnte keine
Derivatisierung von A9-THCA-A erzielt werden, wahrend die extraktive Methylierung zu

einem zweifach methylierten A9-THCA-A-Derivat fuhrte (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10 GC-EI-MS-Spektrum von A9-THCA-A nach extraktiver Methylierung.

A9-THCA-A zeigt nach vollstandiger Methylierung ein Molekulion von m/z 386. Das
Fragmention mit m/z 371 wird aus dem Molekilion durch die Abspaltung der Methyl-
Gruppe aus der methylierten Carboxyl-Gruppe gebildet. Durch die Abspaltung von
OCHs aus der methylierten Carboxyl-Gruppe entsteht unter Bildung eines stabilen

Acyliumions (R-C=0|") ein Fragmention mit m/z 355 ['%3,

Die Fragmentionen mit
m/z 339 und mit m/z 303 konnten keiner Struktur zugeordnet werden.

Nach extraktiver Methylierung wurden neben zweifach methylierter A9-THCA-A jedoch
Spuren von methylietem sowie underivatisiertem A9-THC nachgewiesen. Da

A9-THCA-A im Alkalischen leicht unter Bildung von A9-THC decarboxyliert 4, ist davon
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auszugehen, dass A9-THCA-A wahrend der Methylierung durch die alkalischen
Bedingungen nach Zugabe von TMAH teilweise zu A9-THC zersetzt wird. Folglich
geeignet sich die Methylierung nicht als Derivatisierung fur die quantitative Bestimmung
von A9-THCA-A.

Die GC-MS-Methode nach Trimethylsilylierung zeigte wie bereits fur A9-THC und
dessen Metabolite 11-OH-A9-THC und A9-THC-COOH auch fir A9-THCA-A eine hohe
Selektivitat. In zehn verschiedenen Leerseren ergaben sich keine Storsignale in den
lonenspuren bei der Retentionszeit von A9-THCA-A. Die Quantifizierung der
Cannabinoide erfolgte unter Verwendung von Kalibrationskurven, welche mit dotierten
Serum-Kalibratoren erstellt worden waren. Um zu dberprifen, ob A9-THCA-A die
Quantifizierung von A9-THC und dessen Metaboliten beeinflusst, wurden zwei
Sechs-Punkt-Kalibrationen (1,0 bis 7,5 ng/ml) fur A9-THCA-A erstellt, zum einen in
Anwesenheit von A9-THC und dessen Metaboliten bei einer Konzentration von
2,0 ng/ml A9-THC, 2,0 ng/ml 11-OH-A9-THC und 10,0 ng/ml A9-THC-COOH, zum
anderen ohne deren Anwesenheit. Die Konzentrationen von A9-THC, 11-OH-A9-THC
und A9-THC-COOH wurden anschlieBend unter Verwendung entsprechender

Kalibrationskurven berechnet (Tab. 3.2).

Tab. 3.2 Berechnete Konzentrationen von A9-THC, 11-OH-A9-THC und A9-THC-COOH bei der
Kalibration fir A9-THCA-A in Anwesenheit einer nominalen Konzentration von 2 ng/ml
A9-THC, 2 ng/ml 11-OH-A9-THC und 10 ng/ml A9-THC-COOH.

A9-THCA-A, dotiert A9-THC 11-OH-A9-THC  A9-THC-COOH
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Kalibrator 1 1,0 1,85 1,84 9,32
Kalibrator 2 2,0 1,90 1,84 9,27
Kalibrator 3 3,0 1,89 1,88 9,48
Kalibrator 4 4,0 1,96 1,92 9,69
Kalibrator 5 5,0 1,97 1,90 9,89
Kalibrator 6 7,5 1,96 1,84 9,43
Sollwert [ng/ml] - 2,00 2,00 10,00
Mittelwert [ng/ml] - 1,92 1,87 9,51
Bias [%] - -3,92 -6,50 -4,87

A9-THCA-A beeinflusst die Quantifizierung von A9-THC und dessen Metaboliten nicht.
Fir die Quantifizierung anhand der Peakflachenverhaltnisse (Analyt vs. IS) wurden
deuterierte Analoga von A9-THC, 11-OH-A9-THC und A9-THC-COOH verwendet, da

fur A9-THCA-A kein deuteriertes Analogon kommerziell verfugbar war. Die
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Kalibrationskurven von A9-THCA-A beider Sechs-Punkt-Kalibrationen wurden jeweils
mit A9-THC-D3, 11-OH-A9-THC-D3 und A9-THC-COOH-D3 als IS ermittelt (Tab. 3.3).

Tab. 3.3  Kalibrationskurven von A9-THCA-A beider Sechs-Punkt-Kalibrationen unter Verwendung von
A9-THC-Dj3, 11-OH-A9-THC-D3 und A9-THC-COOH-D; als IS.
Kalibration A9-THCA-A Kalibration A9-THCA-A + 2/2/10
IS Steigung y- R? Steigung y- R?
Achsen- Achsen-
abschnitt abschnitt
A9-THC-D; 0,2429 0,1121 0,9816 0,2174 0,0144 0,9866
11-OH-A9-THC-D; 0,0541 0,0311 0,9763 0,0479 0,0008 0,9903
A9-THC-COOH-D; 0,0321 0,0154 0,9931 0,0293 0,0011 0,9851

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit und damit vergleichbaren Polaritat sowie des
guten Korrelationskoeffizienten (R2) wurde A9-THC-COOH-D; als IS fur A9-THCA-A
gewahlt. Mit einem ungewichteten, linearen Regressionsmodel wurde in einem
Konzentrationsbereich von 1,0 bis 7,5 ng/ml eine gute Linearitat (R? = 0,9931) erzielt.
Nach DIN 32645 ?°1 wurden fiir die Methode ein LOD von 0,6 ng/ml (a-Fehler 0,05)
und ein LOQ von 2,0 ng/ml (a-Fehler 0,05) berechnet. Die Wiederholprazision (n = 8)
der Methode wurde mit zwei Qualitatskontrollen bei 1,0 ng/ml (Low) und 5 ng/ml (High)

ermittelt, welche in jeder Serie mitgefihrt wurden (Tab. 3.4).

Tab. 3.4  Wiederholprazision der GC-MS-Methode flir A9-THCA-A.
Qualitatskontrolle Low Qualitatskontrolle High
Serie Nominelle Berechnete Nominelle Berechnete
Konzentration Konzentration Konzentration Konzentration

[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
1 1,0 1,16 5,0 3,97
2 1,0 1,08 5,0 4,42
3 1,0 1,13 5,0 3,95
4 1,0 1,18 5,0 4,50
5 1,0 1,07 5,0 4,37
6 1,0 1,05 5,0 3,75
7 1,0 1,06 5,0 3,50
8 1,0 1,04 5,0 3,81
Mittelwert [ng/ml] - 1,10 - 4,03
Standardabweichung [%] - 5,32 - 35,98
Bias [%] - +9,62 - -19,33
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Beim Einsatz der erweiterten GC-MS-Methode in der Routineanalytik zeigte sich, dass
mit zunehmendem Verschmutzungsgrad des Injektors (Glasliner) die Stabilitat des
trimethylsilylierten A9-THCA-A-Derivates abnahm. Es ist anzunehmen, dass die durch
die Verschmutzung entstehende, aktive Stellen flr eine partielle Zerstérung des
Derivates verantwortlich sind. Um diese Problematik zu umgehen, wurde ein speziell
beschichteter Glasliner (Siltek®, Restek, Bad Homburg, Deutschland) getestet. Zwar
wurden beim Einsatz dieses Siltek®-Liners hinsichtlich der Stabilitit des
trimethylsilylierten A9-THCA-A-Derivates Verbesserungen erzielt, allerdings verbunden
mit einer deutlichen Abnahme der Intensitaten und Peakflachen aller in der Methode
erfassten Cannabinoide. Eine plausible Erklarung fur diese Beobachtung konnte nicht
gefunden werden. Von einem Einsatz der Siltek®-Liner in der Routineanalytik wurde

deshalb abgesehen.

3.2.2.2 Anwendung auf Realproben

Mit der erweiterten GC-MS-Methode wurden 200 Serumproben aus
Stralienverkehrsfallen analysiert (Abb. 3.11). Der Konsum von Cannabis konnte in 187
Fallen (93,5 %) durch den Nachweis von A9-THC bzw. dessen Metaboliten
11-OH-A9-THC und A9-THC-COOH bestatigt werden. In 153, d.h. in 81,8 % dieser
positiven Falle wurde ebenfalls A9-THCA-A nachgewiesen, die Bestimmungsgrenze

von 2,0 ng/ml wurde jedoch nur in 30 Fallen (16,0 %) Uberschritten.

25

20

15

10

A9-THCA-A-Konzentration [ng/ml]

LOQ = 2,0 ng/ml

LOD = 0,6 ng/ml

Probenanzahl

Abb. 3.11 Verteilung der A9-THCA-A-Konzentrationen in 200 untersuchten Serumproben.
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In keinem dieser 200 Falle gelang bei negativem A9-THC-Befund der Nachweis von
A9-THCA-A. Die berechneten A9-THCA-A-Konzentrationen bewegten sich in einem
Konzentrationsbereich von 0,6 bis 69,0 ng/ml, wobei die Konzentrationen von
A9-THCA-A in der Mehrzahl der Falle niedriger waren als die von A9-THC. Nur in 17
Fallen lagen die A9-THCA-A-Konzentrationen Uber der A9-THC-Konzentration, wobei
wiederum lediglich in vier Fallen eine deutlich héhere A9-THCA-A-Konzentration zu
verzeichnen war. Die Konzentrationen von A9-THCA-A, A9-THC, 11-OH-A9-THC und
A9-THC-COOH sind flr alle untersuchten Proben im Anhang (Kapitel 7.2) aufgefthrt. In
Abb. 3.12 ist exemplarisch das GC-EI-SIM-lonenchromatogramm eines Serumextraktes
mit 7,8 ng/ml A9-THC, 3,9 ng/ml 11-OH-A9-THC, 5,1 ng/ml A9-THCA-A und 41,0 ng/ml
A9-THC-COOH dargestellt. CBD und CBN wurden in dieser Probe nicht nachgewiesen.

CBN A9-THCA-A 11-OH-A9-THC A9-THC-COOH
Intensitit 382 487 474 488
[cps] 367 488 459 473
P 310 37 371
1,0e5 477 491
462 476
/. k Matrix 374 374
8,0e4 )
6,0e4
389
4,0e4 | 374 —
306 Y
2,0e4 |
AL o A R L M “

18,00 20,00 22,00 24,00 Zeit [min]

Abb. 3.12 Rekonstruiertes GC-EI-SIM lonenchromatogramm einer Serumprobe mit 7,8 ng/ml A9-THC,
3,9 ng/ml 11-OH-A9-THC, 5,1 ng/ml A9-THCA-A und 41,0 ng/ml A9-THC-COOH. Die IS sind
in Grau dargestellt. Die gepunkteten Linien markieren die SIM-Zeitfenster.

Eine Korrelation zwischen den Konzentrationen von A9-THCA-A und denen von
A9-THC oder dessen Metaboliten wurde nicht festgestellt. Hierfir kénnen u. a.
variierende Gehalte an A9-THCA-A und A9-THC im konsumierten Material,
unterschiedliche Konsumtechniken verbunden mit verschieden ausgepragter
Decarboxylierungsrate von A9-THCA-A, Unterschiede in den Bioverfugbarkeiten (orale
vs. inhalative Absorption) sowie intra-interindividuelle Variationen in Metabolismus,
Umverteilung und Elimination von A9-THCA-A und A9-THC verantwortlich sein.
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3.2.3 Quantifizierung von A9-THCA-A und weiteren Cannabinoiden im Serum
mittels GC-MS/MS

3.2.3.1 Methodenentwicklung

Seit Mitte 2007 stand eine Aufristung des zuvor eingesetzten GC-MS zum GC-MS/MS
zur Verflgung, dessen Anwendbarkeit fir die Quantifizierung von Cannabinoiden und
Potential zur Empfindlichkeitssteigerung v.a. hinsichtlich A9-THCA-A untersucht werden
sollte. Fur die Methodenentwicklung wurden aus den Single-Quadrupol-
Massenspekiren der Cannabinoide und ihrer deuterierten Analoga zunachst

Precursor-lonen fur die Aufnahme von Produkt-lonen-Spektren ausgewahlt (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13 GC-EI-MS-Spekiren und ausgewahlte Precursor-lonen von CBD, A9-THC-D3;, A9-THC, CBN,
11-OH-A9-THC-D3, 11-OH-A9-THC, A9-THCA-A, A9-THC-COOH-D3 und A9-THC-COOH.
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Abb. 3.13 (Fortsetzung).
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Abb. 3.13 (Fortsetzung).

Mit Ausnahme von CBD und A9-THCA-A, deren Molekulionen eine zu geringe Intensitat
fur die Aufnahme von Produkt-lonen-Spektren besalien, wurden die Molekullionen der
trimethylsilylierten Derivate sowie ein oder zwei intensive Fragmentionen als Precursor-
lonen herangezogen. Es wurden folgende Fragmentionen ausgewahlt: Fur CBD das
durch eine Retro-Diels-Alder-Spaltung des Terpenrings entstehende Fragmention mit
m/z 390, fur CBN sowie fur A9-THC-COOH-D3; und A9-THC-COOH die durch
Abspaltung einer der beiden geminalen Methyl-Gruppen entstehenden Fragmentionen
mit m/z 367, m/z 473 bzw. m/z 476 sowie fur A9-THC-D3, A9-THC, 11-OH-A9-THC-D3,
11-OH-A9-THC, A9-THC-COOH-D3 und A9-THC-COOH das durch Abspaltung des
Restes in Position 11 entstehende Fragmention mit m/z 371 bzw. m/z 374 [19% 202,

Alle Produkt-lonen-Spektren wurden bei einer Kollisionsenergie von -12eV
aufgenommen (Abb. 3.14). Diese Kollisionsenergie wird einerseits vom Hersteller fur
die Aufnahme von Produkt-lonen-Spektren empfohlen, anderseits haben Vorversuche
gezeigt, dass sich die bei einer Kollisionsenergie von -12 eV aufgenommenen
Produkt-lonen-Spektren nicht wesentlich von den bei anderen Kollisionsenergien (-9 eV

bzw. -15 eV) aufgenommenen Produkt-lonen-Spektren unterscheiden.
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Abb. 3.14 GC-EI-MS/MS-Produkt-lonen-Spektren
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Abb. 3.14 (Fortsetzung).



3.2 Quantifizierung von A9-THCA-A in Kérperfliissigkeiten 81

PIS von m/z 374 374
374
B
S i HyC—Si—CH; 292
s ]
@ 1 292
8 218 308
£ 268
252
[ N il J.I.u \ ] l L 1
100 200 300 400 m/z [u]

11-OH-A9-THC-D; 2TMS

PIS von m/z 474 371

10 (i';|.| 3 M:
- H;C—Si—0

< |

5 JCHy )
‘@ 371

c

2

E -

H,;C
— : : l
100 200 300 400 m/z [u]

11-OH-A9-THC 2TMS

11 1 PIS von m/z 371 289
371 CH, 371
g |-|3c—Ti—C|-|3 289
% :
@ 265 |305
g
E 215
|| 249 |
.| I 1 I [ |l.| nl; g I l 1 r
100 200 300 400 miz [u]
11-OH-A9-THC 2TMS
12 1 PIS von m/z 487 487
- 487
o~
%
2
c
]
= 365
275 379
T O P O 1Y
100 200 300 400 miz [u]

A9-THCA-A 2TMS

Abb. 3.14 (Fortsetzung).



82 3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

13 ] PIS von m/z 491 CH, M:
- H,C—Si—0
= 374
5 i
‘@ 374
[
(]
£
H,C
. L 1 H,;C
100 200 300 400 m/z [u]
A9-THC-COOH-D, 2TMS
14 ] PIS von m/z 476 476 CH, 476
= H,C—Si—0
™
5 LSHs )
g 358
S 358
£
L l_l 'l ] | H,;C
100 200 300 400 m/z [u]
A9-THC-COOH-D,; 2TMS
15 1 PIS von m/z 374
] 374 CH, 374
252 : }
3 292 i HyC—Si—CH, 292
5 ]
‘®
3
b= 268
218
N
aab L .I
100 200 300 400 m/z [u]
A9-THC-COOH-D,; 2TMS
16 1 PIS von m/z 488 M
488
9
- 371
:‘.g
‘®
c
[
| . . | I 1 1 J |
100 200 300 400 m/z [u]

A9-THC-COOH 2TMS

Abb. 3.14 (Fortsetzung).
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Abb. 3.14 (Fortsetzung).

Im folgenden Abschnitt werden madgliche Fragmentierungsmuster von CBD,
A9-THC-D3, A9-THC, CBN, 11-OH-A9-THC-D3;, 11-OH-A9-THC, A9-THCA-A,
A9-THC-COOH-D3; und A9-THC-COOH in Anlehnung an die fur Single-Quadrupol-
Massenspektren beschriebenen Fragmentierungsmuster erértert 1'% 2%?1. Die Nummern
der entsprechenden Massenspektren in Abb. 3.14 sind in Klammern angegeben.

Aus dem Precursor-lon von CBD (1) entsteht durch die Abspaltung der Methyl-Gruppe
der Terpen-Seitenkette und anschlieBender Cyclisierung ein Produkt-lon mit m/z 375.
Durch die Abspaltung der Trimethylsilyl-Gruppe des cyclisierten Rings und der Pentyl-
Seitenkette geht aus diesem ein Produkt-lon mit m/z 231 hervor. Wird dagegen direkt
aus dem Precursor-lon die Pentyl-Seitenkette abgespalten, entsteht ein Produkt-lon mit
m/z 319. Das Produkt-lon mit m/z 301 entsteht ebenfalls direkt aus dem Precursor-lon
durch Abspaltung einer trimethylsilylierten Hydroxyl-Gruppe. Die Produkt-lonen mit
m/z 244 und m/z 215 konnten keiner Struktur zugeordnet werden.

Aus dem Precursor-lon mit m/z 389 von A9-THC-D3 (2) entsteht durch die Abspaltung
der Methyl-Gruppe in Position 11 ein Produkt-lon mit m/z 374. Die weitere Abspaltung

von C4Hs aus dem Ringsystem und einer der beiden geminalen Methyl-Gruppen fuhrt
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zu einem Produkt-lon mit m/z 306. Aus dem Precursor-lon mit m/z 374 (3) entsteht
durch die Abspaltung von C4Hs aus dem Ringsystem und einer Methyl-Gruppe aus der
trimethylsilylierten Hydroxyl-Gruppe ein Produkt-lon mit m/z 292. Kommt es nach
Spaltung des Ringsystems zur Elimination einer der beiden geminalen Methyl-Gruppen
sowie der trimethylsilylierten Hydroxyl-Gruppe, entsteht ein Produkt-lon mit m/z 218.
Durch Abspaltung von CgH3 aus dem Precursor-lon wird ein Produkt-lon mit m/z 268
gebildet. Das Produkt-lon mit m/z 252 konnte keiner Struktur zugeordnet werden. Die
Fragmentierung der Precursor-lonen mit m/z 386 (4) und m/z 371 (5) von A9-THC
erfolgt in Analogie zu der der Precursor-lonen von A9-THC-D3.

Aus dem Molekulion von CBN (6) entsteht durch Elimination einer der beiden geminalen
Methyl-Gruppen ein Produkt-lon mit m/z 367. Die Abspaltung von C4Hs aus der Pentyl-
Seitenkette des Produkt-lons mit m/z 367 (7) fuhrt zu einen Produkt-lon mit m/z 310.
Die Produkt-lonen mit m/z 323 und m/z 238 konnten keiner Struktur zugeordnet
werden.

Aus dem Precursor-lon mit m/z477 von 11-OH-A9-THC-D3 (8) entsteht durch die
Abspaltung der CH>OSi(CHs)s-Gruppe in Position 11 ein Produkt-lon mit m/z 374. Aus
dem Precursor-lon mit m/z 374 (9) entsteht durch die Abspaltung von C4Hs aus dem
Ringsystem und einer Methyl-Gruppe aus der trimethylsilylierten Hydroxyl-Gruppe ein
Produkt-lon mit m/z 292. Kommt es nach Spaltung des Ringsystems zur Elimination
einer der beiden geminalen Methyl-Gruppen sowie der trimethylsilylierten Hydroxyl-
Gruppe, entsteht ein Produkt-lon mit m/z 218. Durch Abspaltung von CgH43 aus dem
Precursor-lon wird ein Produkt-lon mit m/z 268 gebildet. Entsteht das Precursor-lon mit
m/z 374 jedoch durch Elimination einer der beiden geminalen Methyl-Gruppen, kann
durch Abspaltung des Ringsystems, welches die 11-Hydroxy-Gruppe tragt, ein Produkt-
lon mit m/z308 entstehen. Das Produkt-lon mit m/z 252 konnte keiner Struktur
zugeordnet werden. Die Fragmentierung der Precursor-lonen mit m/z 474 (10) und
m/z 374 (11) von 11-OH-A9-THC erfolgt in Analogie zu der der Precursor-lonen von
11-OH-A9-THC-D3.

Aus dem Precursor-lon mit m/z 487 von A9-THCA-A (12) entsteht durch eine Allyl-
Spaltung der Pentyl-Seitenkette ein Produkt-lon mit m/z431. Die Spaltung des
Ringsystems fuhrt zu einem Produkt-lon mit m/z 365. Die Produkt-lonen mit m/z 407,
m/z 379 und m/z 275 konnten keiner Struktur zugeordnet werden.

Aus dem Precursor-lon mit m/z 491 von A9-THC-COOH-D3 (13) entsteht durch die
Abspaltung der COOSIi(CHs)s-Gruppe in Position 11 ein Produkt-lon mit m/z 374.
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Ebenfalls durch die Abspaltung der COOSIi(CH3;);-Gruppe in Position 11 entsteht aus
dem Precursor-lon mit m/z 476 (14) ein Produkt-lon mit m/z 358. Aus dem Precursor-
lon mit m/z 374 (15) entsteht durch die Abspaltung von C4Hs aus dem Ringsystem und
einer Methyl-Gruppe aus der trimethylsilylierten Hydroxyl-Gruppe ein Produkt-lon mit
m/z 292. Kommt es nach Spaltung des Ringsystems zur Elimination einer der beiden
geminalen Methyl-Gruppen sowie der trimethylsilylierten Hydroxyl-Gruppe, entsteht ein
Produkt-lon mit m/z 218. Durch Abspaltung von CgHq3 aus dem Precursor-lon wird ein
Produkt-lon mit m/z 268 gebildet. Das Produkt-lon mit m/z 252 konnte keiner Struktur
zugeordnet werden. Die Fragmentierung der Precursor-lonen mit m/z 488 (16), m/z 473
(17) und m/z 371 (18) von A9-THC-COOH erfolgt in Analogie zu der der Precursor-
lonen von A9-THC-COOH-Ds.

Aus diesen Produkt-lonen-Spektren wurden flr jeden Analyten sechs charakteristische
Ubergéange ausgewahlt, welche fiir die Erstellung der MRM-Methode in Betracht kamen
(Tab. 3.5).

Tab. 3.5 Ubergénge, welche fiir die Erstellung der MRM-Methode in Betracht kamen.

Analyt Uberginge

CBD 390-301 390-319 390-231 390-244 390-375 390-215
A9-THC-D; 389-374 374-292 389-306 374-268 374-252 374-218
A9-THC 386-371 371-289 386-303 371-265 371-249 371-215
CBN 367-310 382-367 367-295 367-323 367-238 367-279
11-OH-A9-THC-D; 374-292 374-308 374-268 374-252 477-374 374-218
11-OH-A9-THC 371-289 371-305 371-265 371-249 474-371 371-215
A9-THCA-A 487-365 487-407 487-379 487-419 487-431 487-275
A9-THC-COOH-D; 476-358 374-292 374-268 491-374 374-252 374-218
A9-THC-COOH 473-355 371-289 371-265 488-371 371-249 371-215

AnschlieRend wurde die Kollisionsenergie fiir jeden einzelnen Ubergang optimiert. Dazu
wurden MRM-Methoden mit Retentionszeitfenstern fur CBD, A9-THC und A9-THC-D3,
CBN, 11-OH-A9-THC und 11-OH-A9-THC-D3;, A9-THCA-A sowie A9-THC-COOH und
A9-THC-COOH-D; erstellt, in welchen fir jeden Analyten jeweils ein Ubergang bei drei
verschiedenen Kollisionsenergien (-9 eV, -12 eV und -15 eV) aufgezeichnet wurde. Fir
jeden Ubergang wurde dann die Kollisionsenergie ausgewahlt, bei der sich die hchste

Intensitat ergab. Wurde kein Intensitatsmaximum erzielt, so wurde die Optimierung fur
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den entsprechenden Ubergang mit den Kollisionsenergien -6 eV, -9 eV und -12 eV bzw.
-12 eV, -15 eV und -18 eV wiederholt.

Fir die unter 2.3.2.3 beschriebene MRM-Methode wurden fur jeden Analyten die drei
Ubergange (ein Ubergang fiir die Quantifizierung, zwei Ubergange fiir die sichere

Identifizierung) ausgewabhlt, bei denen sich die héchsten Intensitat ergaben (Tab. 3.6).

Tab. 3.6  Ubergénge, welche fiir die Erstellung der MRM-Methode ausgewéhlt wurden.

Analyt Ubergang Kollisionsenergie [eV]
390-301 -9
CBD 390-319 -12
390-231 -12
389-374 -9
A9-THC-D; 374-292 -12
389-306 -12
386-371 -9
A9-THC 371-289 -12
386-303 -12
367-310 -12
CBN 382-367 -12
367-295 -12
374-292 -12
11-OH-A9-THC-D; 374-308 -9
374-268 -12
371-289 -12
11-OH-A9-THC 371-305 -9
371-265 -12
487-365 -12
A9-THCA-A 487-407 -12
487-379 -12
476-358 -12
A9-THC-COOH-D; 374-292 -12
374-268 -9
473-355 -12
A9-THC-COOH 371-289 -12
371-265 -9

Im Rahmen des Labor-internen, validierten Standardverfahrens zur Bestimmung von
Cannabinoiden in Serum und Urin mittels GC-MS werden die Cannabinoide mittels GC
innerhalb von 24 min getrennt und im SIM-Modus detektiert. Die Verwendung klrzerer
gaschromatographischer Trennmethoden in Kombination mit einem Single-Quadrupol-
Massenspektrometer war dabei aufgrund koeluierender Matrixbestandteile nicht

moglich. Wie Abb. 3.15 zeigt, wurden hingegen bei Verwendung eines Triple-
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Quadrupol-Massenspektrometers kaum Matrixbestandteile detektiert und somit Matrix-

bereinigte Chromatogramme erhalten.
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Abb. 3.15 Rekonstruierte lonenchromatogramme einer dotierten Serumprobe mit 5,0 ng/ml CBD,
A9-THC, CBN, 11-OH-A9-THC und A9-THCA-A sowie 25 ng/ml A9-THC-COOH (oben:
GC-MS; unten: GC-MS/MS). Die IS sind in Grau dargestellt.

Die hohe Selektivitat erlaubte deshalb eine deutliche Verkurzung der
gaschromatographischen Trennmethode auf weniger als 10 min. Bei weiterer
Verkurzung wurde zwar noch eine gute chromatographische Trennung der Analyten
erzielt, allerdings insbesondere bei den polareren Cannabinoiden verbunden mit einem
Peak-Tailing. Um bei der verringerten Transmission des Triple-Quadrupol-

Massenspektrometers eine  mit einem  Single-Quadrupol-Massenspektrometer
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vergleichbare Sensitivitat zu erzielen, wurde die Auflésung der Quadrupole 1 und 3
jeweils auf eine Peakhalbwertsbreite von 1,5 u eingestellt. Die AEMV (siehe Kapitel
2.3.2.3) wurde flur jeden Analyten so angepasst, dass vergleichbare linear-dynamische
Bereiche fur alle Analyten erzielt wurden. Die Empfindlichkeit im Bereich niedriger
Konzentrationen konnte durch die Verwendung des Injektionsmodus ,gepulst splitlos”

deutlich gegenuber der des Injektionsmodus ,splitlos® erhoht werden.

3.2.3.2 Methodenvalidierung

Zur Extraktion der Cannabinoide aus Serum wurde die unter 2.4.2.3.3 beschriebene
SPE-basierte Probenaufarbeitung eingesetzt. Far A9-THCA-A wurde
A9-THC-COOH-D; als IS verwendet, wahrend fur CBD und CBN A9-THC-D; als IS
gewahlt wurde. Die Extraktionsausbeuten wurden wie unter 2.4.2.3.6 beschrieben
bestimmt und sind in Tabelle 3.7 zusammengefasst. Die Extraktionsausbeute flr
A9-THCA-A war relativ niedrig und mit grolen Schwankungen behaftet. Dies ist
moglicherweise auf einem hohen Acetonitril-Anteil im Waschschritt der SPE und eine
damit eventuell verbundene, partielle Elution von A9-THCA-A zuruckzufihren. Die
schlechte Reproduzierbarkeit konnte durch ein unterschiedliches Elutionsverhalten von
A9-THCA-A im Vergleich zu A9-THC-COOH-D3; sowie durch eine Instabilitat des
Trimethylsilyl-Derivats von A9-THCA-A im Injektor bzw. Probengeber bedingt sein.

Tab. 3.7  Extraktionsausbeuten der untersuchten Cannabinoide bei niedriger und hoher Konzentration.

Analyt Niedrige Konzentration Hohe Konzentration
Nominelle Extraktions- Nominelle Extraktions-
Konzentration ausbeute Konzentration ausbeute
[ng/ml] Mittelwert+SD [%)] [ng/ml] Mittelwert+SD [%)]
CBD 1,0 93,00+£17,85 10,0 89,90+5,16
A9-THC 1,0 79,77+9,56 10,0 77,00+11,96
CBN 1,0 83,36+15,57 10,0 82,73+7,62
11-OH-A9-THC 1,0 89,53+10,79 10,0 90,77+5,11
A9-THCA-A 1,0 24,74+15,39 10,0 41,60495,65
A9-THC-COOH 5,0 78,57+7,87 50,0 85,7545,62

In Vergangenheit hat sich gezeigt, dass A9-THCA-A in Losung allmahlich unter
Freisetzung von A9-THC decarboxyliert, wobei Ausmall und Geschwindigkeit dieses

Abbaus mit der Anzahl der Einfrier-/Auftauzyklen zu korrelieren scheinen. A9-THC,
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11-OH-A9-THC und A9-THC-COOH sind dagegen in Losung stabil. Deshalb wurden
getrennte Arbeitslosungen fur A9-THCA-A und die weiteren Cannabinoide hergestellt.
Da maximal 50 yl Lésungsmittel zu 1 ml Serum dotiert werden sollten, wurden dartber
hinaus getrennte Arbeitsldsungen zur Herstellung der Kalibratoren flir den niedrigen
bzw. den hohen Kalibrationsbereich angesetzt.

Die Methode zeigte fur alle Cannabinoide eine hohe Selektivitat. In zehn verschiedenen
Leerseren ergaben sich keine Storsignale, welche die Identifizierung oder
Quantifizierung der Analyten oder IS hatten beeintrachtigen kénnen. Die Quantifizierung
der Cannabinoide erfolgte anhand von Kalibrationskurven, welche mit dotierten
Serum-Kalibratoren erstellt worden waren. Zur Bestimmung eines geeigneten
Kalibrationsmodels wurden Kalibrationskurven aus zwodlf Konzentrationen mit sechs
Wiederholungen pro Konzentration erstellt. Mit einem ungewichteten, linearen
Kalibrationsmodel wurden in einem Bereich von 0,2 ng/ml bis 20,0 ng/ml fur CBD,
A9-THC, CBN, 11-OH-A9-THC und A9-THCA-A bzw. 1,0 ng/ml bis 100,0 ng/ml fir
A9-THC-COOH gute Linearitaten erhalten. Damit scheint der dynamische Bereich des
GC-MS/MS allerdings kleiner zu sein als der des GC-MS, was moglicherweise auf die
hohe Spannung des Sekundar-Elektronen-Vervielfachers zurtckzufihren ist, die zum
Erreichen einer ausreichenden Sensitivitat erforderlich ist. LOD und LOQ wurden durch
statistische Auswertung der Kalibrationsdaten gemaR DIN 32645 " berechnet und
sind in Tab. 3.8 zusammengefasst. Unter Verwendung des Triple-Quadrupol-
Massenspektrometers war jedoch nur fir A9-THC-COOH eine Steigerung der
Nachweisempfindlichkeit im Vergleich zum Single-Quadrupol-Massenspektrometer zu
erzielen, dessen LOD bei 0,2 ng/ml fur A9-THC, 0,1 ng/ml far 11-OH-A9-THC und
2,0 ng/ml far A9-THC-COOH und LOQ bei 0,2 ng/ml far A9-THC, 0,3 ng/ml far
11-OH-A9-THC und 5,7 ng/ml fir A9-THC-COOH lagen.

Tab.3.8 LOD und LOQ der GC-MS/MS-Methode.

Analyt LOD [(,',V;I,t,t::]wert) LOQ[(n I\glltrt:II]wert)
CBD 0,42 1,35
A9-THC 0,39 1,26
CBN 0,22 0,72
11-OH-A9-THC 0,17 0,63
A9-THCA-A 0,73 2,62

A9-THC-COOH 0,71 2,41
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Dies ist sicher auf die geringe Matrixbelastung der Extrakte und die hohe
chromatographische Trenneffektivitat des fur die GC-MS-Bestimmung verwendeten
Temperaturgradienten zurlckzufuhren. Fir Vollblut hingegen durfte die Sensitivitat
deutlich hoher sein, da bei dieser Matrix Ublicherweise zahlreiche, stérende
Komponenten detektiert werden.

Richtigkeit und Prazision wurden wie unter 2.4.2.3.5 beschrieben anhand von
Qualitatskontroll-(QK)-Proben (Low, Medium, High) ermittelt (Tab.3.9). Die
Konzentrationen der Cannabinoide wurden anhand von taglichen Kalibrationskurven
bestimmt. Lediglich fur CBD und A9-THC wurde eine ausreichende Richtigkeit und
Prazision erreicht, wahrend diese v.a. fur CBN, A9-THCA-A und A9-THC-COOH nicht
akzeptabel waren. Insgesamt konnten somit keine zufrieden stellenden Ergebnisse
erzielt werden. Wie sich erst spater herausstellte, war dies vermutlich auf einen Fehler
am GC-MS/MS-Gerat zuruckzufuhren, der durch den Einbau einer Thermostasierung

eines elektronischen Bauteils zur Steuerung der Quadrupole behoben werden musste.

Tab. 3.9  Richtigkeit, Wiederholprazision und Laborprazision fur die GC-MS/MS-Bestimmung.

Analyt QK- Nominelle Ermittelte Richtigkeit Wiederhol- Labor-
Probe Konzentration Konzentration des Prazision Préazision

Mittelwert Mittelwertes (n=2) (n=16)

[ng/ml] [ng/ml] Bias [%] VK [%] VK [%]
CBD Low 1,0 1,19 19,2 5,3 35,8
Medium 5,0 5,06 1,2 13,8 14,9
High 10,0 10,00 -0,1 8,1 11,7
A9-THC Low 1,0 1,09 9,4 8,5 12,0
Medium 5,0 5,75 15,1 7,8 9,5
High 10,0 10,93 9,3 5,6 7,2
CBN Low 1,0 0,62 -38,3 7,4 30,2
Medium 5,0 4,60 -8,0 5,8 10,3
High 10,0 8,84 -11,6 7,6 12,6
11-OH-A9-THC Low 1,0 0,99 -0,8 47 8,6
Medium 5,0 6,21 241 2,1 3,9
High 10,0 11,91 19,1 4,6 52
A9-THCA-A Low 1,0 1,34 34,0 18,0 31,5
Medium 5,0 5,96 19,3 17,6 20,7
High 10,0 10,94 9,4 18,7 44,7
A9-THC-COOH Low 5,0 7,11 42,3 3.4 7,8
Medium 25,0 31,24 25,0 3,5 10,4

High 50,0 65,99 32,0 23 9,9
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3.3 Isolierung von A9-THCA-A aus Marihuana

3.3.1 Aufreinigung des Rohextraktes mittels Saulenchromatographie

Um Reinsubstanz fur die Studien zum Metabolismus und zur Elimination von
A9-THCA-A zu gewinnen, wurde A9-THCA-A aus Marihuana isoliert. In der Literatur
sind verschiedene Methoden zur Isolierung von A9-THCA-A aus Pflanzenmaterial

[l ynd Dussy et al. " stellen zunéchst durch Extraktion

beschrieben. Lehmann et al.
mit Petrolether, Fraktionierung durch Natronlauge und nachfolgende Re-Extraktion mit
Diethylether einen Rohextrakt her. Wahrend Lehman et al. fur die Aufreinigung dieses
Rohextraktes eine zweifache Trennung mittels HPLC-DAD auf einer Umkehrphase (RP)
mit einem Gemisch aus Methanol und Essigsaure einsetzen, nutzen Dussy et al. eine
klassische, praparative Saulenchromatographie mit Kieselgel und einer Mischung aus
n-Hexan, Toluol und Aceton als mobiler Phase. Demgegenuber wird beim patentierten
Verfahren nach Flockhart et al. " ein einfacher Rohextrakt in essigsaurem n-Hexan
hergestellt, der an einer mit Sephadex LH20 gepackten Saule mit einem Gemisch aus
Dichlormethan und Chloroform getrennt und anschlie3iend zweimal umkristallisiert wird.
Da diese Methoden entweder relativ kostenintensive Materialien oder toxische
Losungsmittel einsetzten, wurde ein einfaches, kostengunstiges Verfahren zur
Isolierung von A9-THCA-A aus Marihuana entwickelt, welches ohne den Einsatz
gesundheitsschadlicher Losungsmittel wie Toluol, Dichlormethan oder Chloroform
auskommt 2%,

Wie unter 2.4.3.1 beschrieben wurde fur die Herstellung des Rohextraktes grob
zerkleinertes Marihuana mit Ethanol bei 4°C unter gelegentlichem Umschitteln
extrahiert. Auf den Deckblattern der weiblichen Bliten von Cannabis sativa L. befinden
sich Drusenschuppen, deren harzartiges Sekret die Cannabinoide enthalt. Da die
Kutikula dieser Drusenschuppen beim Versetzen mit Ethanol sehr schnell platzt,
werden die im Subkutikularraum befindlichen Cannabinoide geldst, ohne dass groliere
Mengen der in den Zellen lokalisierten Bestandteile wie Chlorophyll in den Extrakt
gelangen. Verglichen mit den beschriebenen Extraktionsverfahren bietet dieser
Kaltauszug den Vorteil, dass er einerseits mit deutlich geringerem Aufwand verbunden
ist und andererseits wesentlich weniger lipophile Bestandteile der Kutikula mitextrahiert
werden als bei einer Extraktion mit n-Hexan (Abb. 3.16). Dartiber hinaus handelt es sich
um ein sehr schonendes Extraktionsverfahren fur thermolabile Verbindungen wie

A9-THCA-A.
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Abb. 3.16 GC-EI-MS Chromatogramm des Rohextraktes nach Trimethylsilylierung.

Mitextrahierte lipophile Bestandteile der Kutikula sowie sekundare Pflanzenstoffe
konnten durch eine Aktivkohle-Behandlung bereits vor der Aufreinigung mittels
Saulenchromatographie weitgehend aus dem Rohextrakt entfernt werden. Dabei
wurden jeweils Rohextrakt-Aliquote von 15 ml eingesetzt, welche anschlieend wie
unter 2.4.3.2 beschrieben mittels Saulenchromatographie aufgereinigt wurden.

Zunachst wurde eine Trennung mit Kieselgel als stationarer Phase und verschiedenen
Gemischen aus n-Hexan und Essigsaureethylester als Laufmittel versucht. Bei der
Verwendung von Gemischen mit geringem Essigsaureethylester-Anteil wurde eine gute
Trennung von A9-THC und A9-THCA-A erzielt, allerdings wurden die Cannabinoide nur
sehr langsam eluiert. Neben einem hohen Losungsmittelverbrauch hatte die langsame
Elution zur Folge, dass die lange Verweilzeit von A9-THCA-A auf der stationaren Phase
zu einer partiellen Decarboxylierung zu A9-THC flihrte. Zwar konnte die Elution durch
den Einsatz von Gemischen mit hoherem Essigsaureethylester-Anteil bzw.
verschiedener Polaritdt beschleunigt werden, jedoch wurde mit diesen eine deutlich
schlechtere Trennung erzielt. Da bei Verwendung eines RP-Materials A9-THCA-A vor
ihrem Decarboxylierungsprodukt A9-THC eluiert, wurde diese stationare Phase in
Kombination mit Ethanol sowie Methanol/Wasser-Gemischen getestet. Wahrend
Gemische mit einem Alkohol/Wasser-Verhaltnis von 9:1 (V:V) nur eine schlechte
Trennung erzielten, fihrte eine Erhdhung des Wasseranteils auf etwa 20 % zwar zu

einer verbesserten Trennung, aber auch zu einer deutlich langsameren Elution. Um
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eine ausreichende FlieRgeschwindigkeit der mobilen Phase zu gewahrleisten, musste
daruber hinaus insbesondere bei Ethanol/Wasser-Gemischen ein sehr hoher Druck
angelegt werden. Die Verwendung von wassrigen Laufmittelgemischen machte
aullerdem eine Re-Extraktion der isolierten A9-THCA-A aus der mobilen Phase
erforderlich.

Da die Trennung durch die Verwendung von RP-Material nicht verbessert werden
konnte sowie aufgrund der erforderlichen Re-Extraktion und héheren Materialkosten,
wurde auf Trennung des Rohextraktes mit Kieselgel zurtickgegriffen. Gute Ergebnisse
wurden mit einem Gemisch aus Cyclohexan und Essigsaureethylester erreicht. Bei
einem Mischungsverhaltnis von 20 : 1 (V : V) wurden zunachst A9-THC sowie weitere
lipophile Bestandteile entfernt. Fur die Elution der polareren A9-THCA-A wurde die
mobile Phase anschlieend auf ein Verhaltnis von 10:1 (V:V) eingestellt. Dieses
Mischungsverhaltnis war so polar, dass A9-THCA-A gerade eluiert wurde, andere, im
Ethanolauszug geloste polare Verbindungen jedoch noch von der stationaren Phase
zuruckgehalten wurden.

Die einzelnen Fraktionen wurden mittels DC dberpruft. Die Kieselgel 60 Fas4
Dunnschichtplatten  wurden in  einem  Gemisch aus Cyclohexan und
Essigsaureethylester von 20:1 (V:V) entwickelt und zur Identifizierung der
Cannabinoide zunachst unter UV-Licht der Wellenlange 254 nm betrachtet. Der auf den
Dunnschichtplatten aufgetragene Fluoreszenzindikator wird durch das UV-Licht zur
Fluoreszenz angeregt und lasst die Dunnschichtplatte als hell leuchtende Flache
erscheinen. Die Cannabinoide absorbieren die UV-Strahlung, so dass sie aufgrund der
Fluoreszenzminderung als dunkle Banden detektiert werden konnen. Im Anschluss
wurden die Duannschichtplatten in  einer Loésung aus Cer(IV)sulfat und
Ammoniummolybdat gefarbt, wodurch A9-THCA-A (R¢= 0,45) und A9-THC (Rf= 0,65)
als blaue Banden sichtbar wurden. Diese Farbreaktion mit Cer(IV)sulfat und
Ammoniummolybdat beruht auf einer Oxidation der Cannabinoide durch Cer(lV), deren
Reaktionsprodukte in der Folge Molybdan(VI) zu Molybdanblau reduzieren.

Bei Aufgabe von 290 mg des nach Aktivkohle-Behandlung braunen Rohextraktes
(entsprechend 15 ml) begann die Elution von A9-THCA-A mit Fraktion 58, d.h. nach
870 ml mobiler Phase I. Die Fraktionen (15 ml) 59 bis 167 wurden gesammelt und
schonend bei 30°C im Rotationsverdampfer zur Trockne eingedampft. Nach dem
Entfernen letzter Losungsmittelreste durch eine Drehschieber-Vakuumpumpe wurden

114,5 mg eines gelben, amorphen Ruckstandes erhalten. In einem hauseigenen
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Verfahren wurde mittels HPLC-DAD ein A9-THCA-A-Gehalt von 91,6 % bei einem
A9-THC-Gehalt von 0,4 % saulenchromatographisch

aufgereinigten Aliquote wiesen A9-THCA-A-Gehalte von 87,6 — 98,5 % bei A9-THC-
Gehalten von 0,3 - 0,4 % auf.

ermittelt. Die weiteren

3.3.2 Aufreinigung der A9-THCA-A mittels semipraparativer HPLC-DAD
Die isolierte A9-THCA-A und das nach Aufreinigung des Rohextraktes in Spuren

verbliebene A9-THC wurden wie unter 2.4.3.3 beschrieben mittels semipraparativer
HPLC getrennt und anhand ihrer UV-Spektren identifiziert (Abb. 3.17). Die A9-THC-freie
A9-THCA-A wurde anschlieRend mit TBME aus dem Laufmittelgemisch re-extrahiert.
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Abb. 3.17 Chromatogramm der Aufreinigung der isolierten A9-THCA-A mittels semipréparativer
HPLC-DAD (oben) sowie UV-Spektren (unten) von A9-THC (links) und A9-THCA-A (rechts).
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Bei der Auswahl eines geeigneten Laufmittels fur die HPLC-Trennung waren mehrere
Aspekte zu berucksichtigen: Einerseits durfte das verwendete Laufmittelgemisch mit
dem fur die Re-Extraktion verwendeten TBME nicht mischbar sein, andererseits sollte
der organische Anteil des Laufmittelgemischs einen relativ geringen Siedepunkt
besitzen, damit das Lésungsmittel bei 30°C im Rotationsverdampfer aus dem Gemisch
zu entfernen war. Mit einem Gemisch aus Ammoniumacetat 5 mM pH 6,5 und Methanol
im Verhaltnis 25 : 75 (V : V) wurde innerhalb von zehn Minuten eine gute Trennung von
A9-THC und A9-THCA-A erreicht. Ein Abstand der Retentionszeiten von etwa zwei
Minuten war erforderlich, damit das HPLC-Eluat wahrend der Elution von A9-THCA-A
ohne Spuren von A9-THC aufgefangen werden konnte.

Fir die Re-Extraktion von A9-THCA-A aus dem Laufmittelgemisch wurde TBME
eingesetzt, da dieser ahnliche physikalisch-chemische Eigenschaften wie der
klassischerweise verwendete Diethylether besitzt, jedoch keine explosiven Peroxide
bildet. Aufgrund des niedrigen Siedepunktes konnte das Ldsungsmittel wiederum bei
geringer thermischer Belastung der isolierten A9-THCA-A entfernt werden, so dass eine
partielle Decarboxylierung zu A9-THC auszuschlie®en war. Im Gegensatz zur leicht zu
kristallisierenden A9-THCA-B [ konnte A9-THCA-A aufgrund intramolekularer
Wasserstoffbricken zwischen der phenolischen Hydroxyl-Gruppe in Position 1 und der
benachbarten Carboxyl-Gruppe in Position 2 jedoch lediglich als amorphes Pulver
dargestellt werden (Abb. 3.18).

Aus 25 mg saulenchromatographisch aufgereinigtem Rulckstand konnten 19,6 mg
A9-THC-freie A9-THCA-A gewonnen werden. Aufgrund des allmahlichen Abbaus von
A9-THCA-A zu A9-THC wahrend der Lagerung wurde beschlossen, die verbleibende
saulenchromatographisch isolierte A9-THCA-A ohne weitere Aufreinigung einzulagern

und diese erst vor ihrer Verwendung mittels semipraparativer HPLC-DAD zu trennen.

H3C Intramolekulare

A9-THCA-A A9-THCA-B

Abb. 3.18 Strukturen von A9-THCA-A und A9-THCA-B.



96 3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.4 Studien zum Metabolismus von A9-THCA-A

3.4.1 Studie zum Metabolismus von A9-THCA-A an Ratten

3.4.1.1 Identifizierung von A9-THCA-A-Metaboliten in Rattenurin mittels
LC-MS/MS und LC-QTOF MS

Der Rattenurin wurde wie unter 2.4.4.1.1 beschrieben sowohl nativ als auch nach
enzymatischer Konjugatspaltung durch Proteinfallung aufgearbeitet und die
A9-THCA-A-Metabolite wie unter 2.3.3.1.1 beschrieben mittels LC-ESI-MS detektiert.
Zur Identifizierung der A9-THCA-A-Metabolite anhand ihrer deprotonierten
Molekulionen wurden zunachst Single-Quadrupol-Massenspektren (DP -30, -90 und
-130 V) im Q1-Scan-Modus sowie im EMS-Modus aufgenommen. Die Glucuronidierung
der dabei identifizierten Phase |-Metabolite wurde unter Verwendung des
Precursor-lon-Scan-Modus bestatigt. Anschlieliend wurden fir jeden A9-THCA-A-
Metaboliten EPI-Massenspektren der deprotonierten Molekulionen bei den
Kollisionsenergien -20 eV, -35 eV und -50 eV aufgenommen. Die Molekllmassen der
mittels LC-MS/MS identifizierten A9-THCA-A-Metabolite wurden wie unter 2.3.3.1.2
beschrieben zusatzlich mittels LC-QTOF MS durch Bestimmung der exakten Masse mit
einer Toleranz von +10 ppm sowie durch Zuordnung der korrekten Isotopenverteilung
(Sigma Fit) bestatigt.

Die fur die A9-THCA-A-Metabolite postulierten Strukturen wurden aus den im
EPI-Modus aufgenommenen Fragmenten abgeleitet und in Anlehnung an das
Fragmentierungsmuster von A9-THCA-A (Abb. 3.19) sowie das von A9-THC und
dessen Metaboliten interpretiert ¥, Die EPI-Massenspektren, Retentionszeiten,
Strukturen und vorherrschenden Fragmentierungsmuster von A9-THCA-A und ihren
Metaboliten sind in Abb. 3.19 dargestellt. Die Nummern der entsprechenden
Massenspektren in Abb. 3.19 sind in Klammern angegeben.

Im Rattenurin konnten folgende Metabolite von A9-THCA-A (RT: 15,84 min) (1)
identifiziert werden:  A9-Tetrahydrocannabinolsaure-A-Glucuronid  (A9-THCA-A-
Glucuronid) (RT: 14,74 min  bzw. 12,40min) (2 bzw. 2’), 11-Hydroxy-
A9-tetrahydrocannabinolsaure-A (11-OH-A9-THCA-A) (RT: 13,54 min) (3),

11-Hydroxy-A9-tetrahydrocannabinolsaure-A-Glucuronid (11-OH-A9-THCA-A-
Glucuronid) (RT: 12,63 min) (4), 8a,11-Bis-hydroxy-A9-tetrahydrocannabinolsaure-A
(8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A) (RT: 11,94 min) (5), 8a,11-Bis-hydroxy-

A9-tetrahydrocannabinolsaure-A-Glucuronid (8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid)
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(RT: 11,05 min) (6), 88,11-Bis-hydroxy-A9-tetrahydrocannabinolsaure-A
(88,11-Bis-OH-A9-THCA-A) (RT: 11,56 min) (7), 86,11-Bis-hydroxy-
A9-tetrahydrocannabinolsaure-A-Glucuronid (88,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid)
(RT: 10,60 min) (8), A9-THCA-A-8-on (RT: 13,79 min) (9), A9-THCA-A-8-on-Glucuronid

(RT: 12,79 min) (10), 11-Nor-9-carboxy-A9-tetrahydrocannabinolsaure-A
(A9-THCA-A-COOH) (RT: 12,01 min) (11) und 11-Nor-9-carboxy-
A9-tetrahydrocannabinolsaure-A-Glucuronid (A9-THCA-A-COOH-Glucuronid)

(RT: 10,83 min) (12).

Im folgenden Abschnitt werden mdgliche Fragmentierungsmuster von A9-THCA-A und
ihren Metaboliten in Bezug auf die fir die A9-THCA-A-Metabolite postulierten
Strukturen erortert. Die Nummern der entsprechenden Massenspektren in Abb. 3.19
sind wiederum in Klammern angegeben.

A9-THCA-A (1) zeigt ein Molekulion mit m/z 357. Eine Decarboxylierung der Carboxyl-
Gruppe in Position 2 fuhrt zu einem Fragmention mit m/z 313. Durch eine zusatzliche
neutrale Abspaltung von CsHs aus dem Ringsystem entsteht ein Fragmention mit
m/z 245, aus welchem wiederum durch eine weitere Ringéffnung ein Fragmention mit
m/z 191 gebildet wird. A9-THCA-A-Glucuronid (2 bzw. 2’) zeigt ein Molekillion mit
m/z 533. Die Abspaltung von Glucuronsaure (Am = 176) fuhrt zu A9-THCA-A und damit
zu dem Fragmention mit m/z 357. Die weitere Fragmentierung erfolgt in Analogie zu der
des Aglykons A9-THCA-A.

1 EPI von m/z 357 357
[M-H]-
T
8 313
‘B
c
8
E
191 245
A
100 200 300 miz [u]

A9-THCA-A (RT: 15,84 min)

Abb. 3.19 LC-ESI-MS/MS-Spekiren (CE -20, -35, -50eV, summiert) bzw. rekonstruiertes
lonenchromatogramm  (RIC), Retentionszeiten,  Strukturen und  vorherrschende
Fragmentierungsmuster von A9-THCA-A und ihren Metaboliten. Die Nummerierung der
Spektren korrespondiert mit der Nummerierung in den Abb. 3.20 und 3.22.
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N

Intensitat [%)]

N

Intensitat [%)]

w

Intensitat [%)]

Intensitat [%)]

EPI von m/z 533 357
313
M-HJ-
533
100 200 300 400 500 m/z[u]
A9-THCA-A-Glucuronid (RT: 14,74 min)
RIC von m/z 533 357
313
[M-HJ-
533
100 200 300 400 500 m/z[u]

A9-THCA-A-Glucuronid (RT: 12,40 min)

EPI von m/z 373
311
173 268
1 i. :
100 200 300 miz [u]
11-Hydroxy-A9-THCA-A (RT: 13,54 min)
EPI von m/z 549 373
311
[M-H]
549
T T T T T I 1
100 200 300 400 500 m/z[u]

11-Hydroxy-A9-THCA-A-Glucuronid (RT: 12,63 min)

Abb. 3.19 (Fortsetzung).
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5 EPI von m/z 389 389
[M-H]-
9
®
»
c
[
£
327
I N N
100 200 300 m/z [u]
8a,11-Bis-hydroxy-A9-THCA-A (11,94 min)
6 EPI von m/z 565 389 [M-H]-
565
T
®
‘»
c
[]
£
[M-H]
565 :
T T T T T 1 389 :
100 200 300 400 500 m/z[u]
8a,11-Bis-hydroxy-A9-THCA-A-Glucuronid (RT: 11,05 min)
7 EPI von m/z 389 389
[M-H]-
T
®
»
c
2 327
£
299 309 371
269 293 \ l
o h4-312 )
100 200 300 m/z [u]
8p,11-Bis-hydroxy-A9-THCA-A (RT: 11,56 min)
8 EPI von m/z 565 389 OH [M-H]-
9 HO,
®
‘»
] H,C
E 3
mH  HC™ O CsHyy
327 565 3895
100 200 300 400 500 m/z[u]

88,11-Bis-hydroxy-A9-THCA-A-Glucuronid (RT: 10,60 min)

Abb. 3.19 (Fortsetzung).
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EPI von m/z 371 371
[M-H]-
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1 |
100 200 300 m/z [u]
A9-THCA-A-8-on (RT: 13,79 min)
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S
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c
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284 547
100 200 300 400 500 m/z[u]
A9-THCA-A-8-on-Glucuronid (RT: 12,79 min)
11 EPI von m/z 387 387
[M-H]-
S
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2
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£
191 245 325 343
| | | T 7
100 200 300 miz [u]
11-Nor-9-carboxy-A9-THCA-A (RT: 12,01 min)
[M-H]-
121 EPIvon m/z 563 387 563
S
5
‘»
c
2
£
299 [M-H]-
563
245 325|§43 |
100 200 300 400 500 m/z[u]

11-Nor-9-carboxy-A9-THCA-A-Glucuronid (RT: 10,83 min)

Abb. 3.19 (Fortsetzung).
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11-OH-A9-THCA-A (3) zeigt ein Molekulion mit m/z 373. Durch eine Decarboxylierung
der Carboxyl-Gruppe in Position 2 entsteht ein Fragmention mit m/z 329, aus welchem
durch eine zusatzliche Wasserelimination in Position 11 ein Fragmention mit m/z 311
gebildet wird. Die Fragmentionen mit m/z 268 und m/z 173 konnten keiner Struktur
zugeordnet werden. 11-OH-A9-THCA-A-Glucuronid (4) zeigt ein Molekulion mit
m/z 549. Die Abspaltung von Glucuronsaure (Am = 176) fuhrt zu 11-OH-A9-THCA-A
und damit zu dem Fragmention mit m/z 373. Die weitere Fragmentierung erfolgt in
Analogie zu der des Aglykons 11-OH-A9-THCA-A.

8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A (5) und 83,11-Bis-OH-A9-THCA-A (7) zeigen Molekulionen
mit m/z 389. Eine Wasserelimination fuhrt zu einem Fragmention mit m/z 371, aus
welchem durch eine zusatzliche Decarboxylierung der Carboxyl-Gruppe in Position 2
ein Fragmention mit m/z 327 gebildet wird. Durch eine weitere Wasserelimination
entsteht daraus ein Fragmention mit m/z 309. Das Fragmention mit m/z 312 konnte
keiner Struktur zugeordnet werden. 8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid (6) und
806,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid (8) zeigen Molekulionen mit m/z 565. Die
Abspaltung von Glucuronsaure (Am = 176) fuhrt zu 8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A bzw.
8B6,11-Bis-OH-A9-THCA-A und damit jeweils zu dem Fragmention mit m/z 389. Die
weitere Fragmentierung erfolgt in Analogie zu der der Aglyka 8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A
und 83,11-Bis-OH-A9-THCA-A.

A9-THCA-A-8-on (9) zeigt ein Molekulion mit m/z 371. Durch eine Decarboxylierung der
Carbonsaure-Gruppe in Position 2 entsteht ein Fragmention mit m/z 327. Die
Fragmentionen mit m/z 284 und m/z 189 konnten keiner Struktur zugeordnet werden.
A9-THCA-A-8-on-Glucuronid (10) zeigt ein Molekulion von m/z 547. Die Abspaltung von
Glucuronsaure (Am = 176) fuhrt zu A9-THCA-A-8-on und damit zu dem Fragmention
mit m/z 371. Die weitere Fragmentierung erfolgt in Analogie zu der des Aglykons
A9-THCA-A-8-on.

A9-THCA-A-COOH (11) zeigt ein Molekulion mit m/z 387. Eine Decarboxylierung der
Carboxyl-Gruppe in Position 2 fuhrt zu einem Fragmention mit m/z 343. Durch eine
zusatzliche Wasserelimination in Position 1 entsteht ein Fragmention mit m/z 325, durch
eine zusatzliche Decarboxylierung der Carboxyl-Gruppe in Position 11 ein Fragmention
mit m/z 299. Durch eine neutrale Abspaltung von C4Hs aus dem Ringsystem kommt es
zur Bildung eines Fragmentions mit m/z 245, aus welchem durch eine weitere
Ring6ffnung ein Fragmention mit m/z 191 entsteht. A9-THCA-A-COOH-Glucuronid (12)

zeigt ein Molekulion mit m/z 563. Die Abspaltung von Glucuronsaure (Am = 176) fuhrt
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zu A9-THCA-A-COOH und damit zu dem Fragmention mit m/z 387. Die weitere
Fragmentierung erfolgt in Analogie zu der des Aglykons A9-THCA-A-COOH.

Anhand der aus den EPI-Massenspektren (Abb. 3.19) erhaltenen Ubergénge wurde
eine MRM-Methode erstellt (Abb. 3.20).

Intensitit 3
[cps]
8,0e4 1

6,0e4 1
4,0e4 -

2,0e4

VL 2 4

10,00 11,00 12,00 13,00 14,00 15,00 Zeit [min]

Intensitat 3
[cps]
1,4e5
1,0e5 1
6,0ed4
7
11 1
2,0e4 - 5/
m A
VAN L ety &- ; ' |
10,00 11,00 12,00 13,00 14,00 15,00 Zeit [min]

Abb. 3.20 Rekonstruierte LC-ESI-MRM lonenchromatogramme des Rattenurins 24 h nach oraler
Verabreichung von 15 mg A9-THCA-A/kg Korpergewicht (Oben: keine Konjugatspaltung;
Unten: Konjugatspaltung durch B-D-Glucuronidase/Arylsulfatase). Die Nummerierung
korrespondiert mit der Nummerierung der Spektren und Strukturen in den Abb. 3.19 bzw.
Abb. 3.22.

Im MRM-Modus konnten zwei A9-THCA-A-Glucuronide nachgewiesen werden, die

massenspektrometrisch allerdings nicht zu unterscheiden waren. Aufgrund der
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Retentionszeiten ist jedoch anzunehmen, dass es sich bei dem friher eluierenden
(RT: 12,40 min) (2°) um das polarere Etherglucuronid (Glucuronidierung an der
Hydroxyl-Gruppe in Position 1), bei dem spater eluierenden A9-THCA-A-Glucuronid
(RT: 14,74 min) (2) dagegen um das Esterglucuronid (Glucuronidierung an der
Carboxyl-Gruppe in Position 2) handelt. Durch die Empfindlichkeitssteigerung bei
Verwendung des MRM-Modus wurden daruber hinaus ein weiterer monohydroxylierter
A9-THCA-A-Metabolit (RT: 12,40 min) (I) sowie dessen Glucuronid (RT: 11,37 min) (ll)
nachgewiesen, denen aber keine Struktur zugeordnet werden konnte. Zusatzlich
ergaben sich Hinweise auf einen weiteren monohydroxylierten A9-THCA-A-Metaboliten
(RT: 12,96 min) (lll), dessen Struktur ebenfalls nicht aufgeklart werden konnte.
Madglicherweise liegt bei diesen Metaboliten eine Hydroxylierung in der Seitenkette vor.
Die genauen Molekilmassen der mittels LC-MS/MS identifizierten A9-THCA-A-
Metabolite wurden wie unter 2.4.4.1.1 beschrieben mit LC-QTOF MS (siehe Kapitel
2.3.3.1.2) durch exakte Massenbestimmung bei einer Toleranz von 10 ppm sowie

durch Zuordnung der korrekten Isotopenverteilung (Sigma Fit) ermittelt (Tab. 3.10).

Tab. 3.10 Ergebnisse der LC-QTOF MS-Suchanalyse zur Bestatigung der A9-THCA-A-Metabolite im
Rattenurin (a: Signale mit geringer Intensitat, fir eine eindeutige Identifizierung jedoch nicht
ausreichend, b: Stérkomponente, teilweise abgetrennt; c: Gberlagernde Isotopenverteilung)

A9-THCA-A 357,2071 CooH2904 357,2089 -4,9 0,0214
A9-THCA-A-Glucuronid 533,2390 CogH37014 - - -
11-OH-A9-THCA-A 373,2020 CooH2905 373,2016 1,1 0,0096
11-OH-A9-THCA-A-Glucuronid 549,2341 CogH37044 549,2346 -0,9 0,0232
8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A 389,1970 CooH2904 389,2005 ° -9,8° -
8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid 565,2284 CosH3701, +2 + 2 + 2
88,11-Bis-OH-A9-THCA-A 389,1970 CooH2904 389,1959 2,6 0,0224
88,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid 565,2284 CogH37015 +2 +° +2
A9-THCA-A-8-on 371,1864 CoH»705 371,1864 0,1 0,0433
A9-THCA-A-8-on-Glucuronid 547,2178 CogH350+4 +2 +2 +2
A9-THCA-A-COOH 387,1813 CooH2704 387,1815 -0,4 -

A9-THCA-A-COOH-Glucuronid 563,2134 CosH35012 563,2119 2,7 0,139°
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3.4.1.2 Identifizierung von A9-THC und dessen Metaboliten in Rattenurin mittels
GC-MS

Zur Identifizierung von A9-THC und dessen Metaboliten wurde der Rattenurin wie unter
2.4.4.1.2 beschrieben ohne Konjugatspaltung, nach enzymatischer Konjugatspaltung
sowie nach Konjugatspaltung durch alkalische Hydrolyse, SPE und Trimethylsilylierung
mittels GC-EI-MS im SIM-Modus (siehe Kapitel 2.3.3.1.3) untersucht (Abb. 3.21).

o o 11-OH-A9-THC o A9-THC-COOH
£ £ 37 £ 371
459 473
474 488
306 374 374
374 462 476
389 477 491
Storkomponente
Stérkomponente \ A9-THC-COOH
<LOD
— oo __\4.4 _AN
14,10 14,30 Zeit [min] 16,60 16,80 Zeit [min] 17,10 17,30 Zeit [min]
e e T
] ' g
8 8 11-OH-A9-THC 8 A9-THC-COOH
£ £ 37 £ 37
459 473
474 488
306 374 374
374 462 476
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e 1
~\\, / X\ A A ‘“ | i)
L S VTR ST )
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® ‘@ ‘o
8 8 11-OH-A9-THC 8 | A9-THC-COOH
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474 ] 488
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389 | 477 1 491
“
\\ J
— — ;I, \ T T = T \77”71 T T T w—
14,10 14,30 Zeit [min] 16,60 16,80 Zeit [min] 17,10 17,30 Zeit [min]

Abb. 3.21 Rekonstruierte GC-EI-SIM lonenchromatogramme des Rattenurins 24 h nach oraler
Verabreichung von 15 mg A9-THCA-A/kg Korpergewicht (Oben: keine Konjugatspaltung;
Mitte: Konjugatspaltung durch B-D-Glucuronidase/Arylsulfatase; Unten: Konjugatspaltung
durch alkalische Hydrolyse). Die IS sind in Grau dargestellt.
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Weder im nativen noch im enzymatisch gespaltenen Urin konnten A9-THC oder dessen
Metabolite nachgewiesen werden. Obwohl die B-D-Glucuronidase/Arylsulfatase aus
E. coli eine hdhere Effektivitat in der Spaltung der Glucuronide von A9-THC und dessen
Metaboliten aufweist als die aus Helix pomatia, wird A9-THC-COOH-Glucuronid aber
auch von der B-D-Glucuronidase/Arylsulfatase aus Helix pomatia effektiv gespalten, so
dass zumindest A9-THC-COOH als Hauptmetabolit von A9-THC im Urin bei einer
metabolischen Umwandlung von A9-THCA-A zu A9-THC hatte nachgewiesen werden
konnen. Damit scheint der Rattenorganismus nicht - zumindest im relevanten Ausmalf} —
uber eine Enzymaktivitat zu verfligen, welche die in-vivo Decarboxylierung von
A9-THCA-A katalysiert. Die Spuren von A9-THC-COOH im nativen Urin sind auf einen
geringen A9-THC-Gehalt in der fur die Studie eingesetzten A9-THCA-A zurickzuflhren.
Nach alkalischer Hydrolyse wurden jedoch sowohl A9-THC als auch 11-OH-A9-THC
und A9-THC-COONH identifiziert. Da A9-THCA-A im Alkalischen leicht unter Bildung von
A9-THC decarboxyliert *4, ist anzunehmen, dass A9-THCA-A und deren Metabolite
11-OH-A9-THCA-A und A9-THCA-A-COOH wahrend der alkalischen Hydrolyse
(pH-Wert ~10) teilweise unter Abspaltung der Carboxyl-Gruppe in Position 2 zu
A9-THC, 11-OH-A9-THC und A9-THC-COOH zersetzt wurden.

3.4.1.3 Postulierung des Stoffwechselwegs anhand der identifizierten Metabolite

Anhand der mittels LC-MS/MS und LC-QTOF MS identifizierten Metabolite kann flr
A9-THCA-A folgender Stoffwechselweg postuliert werden (Abb. 3.22):

A9-THCA-A wird in Position 11 zu 11-OH-A9-THCA-A monohydroxyliert und zu
A9-THCA-A-COOH weiter oxidiert. Daruber hinaus erfolgen Monohydroxylierungen in
Position 8 zu 8a-OH-A9-THCA-A und 8B-OH-A9-THCA-A, gefolgt von einer
Dehydrierung zu A9-THCA-A-8-on. Beide 8-OH-Metabolite werden in Position 11 zu
8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A und 88,11-Bis-OH-A9-THCA-A weiter oxidiert.

Alle Phase I-Metabolite werden auch in glucuronidierter Form ausgeschieden, d.h. als
A9-THCA-A-Glucuronid, 11-OH-A9-THCA-A-Glucuronid, A9-THCA-A-COOH-
Glucuronid, A9-THCA-A-8-on-Glucuronid, 8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid und
88,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid. Anhand der Massenspektren dieser Glucuronide
konnte nicht unterschieden werden, ob die Glucuronidierung an einer Carboxyl-
(Esterglucuronide) oder Hydroxyl-Gruppe (Etherglucuronide) erfolgte. Allerdings
uberwiegt bei A9-THC-COOH, welche an beiden funktionellen Gruppen von der

UDP-Glucuronyl-Transferase angegriffen wird, die Bildung des Esterglucuronides. Es ist
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deshalb anzunehmen, dass es sich bei den identifizierten Phase |I-Metaboliten von
A9-THCA-A um Esterglucuronide handelt. Obwohl einige A9-THCA-A-Metabolite
mehrere Hydroxyl- und Carboxyl-Gruppen aufweisen, wurde eine mehrfache
Glucuronidierung nicht beobachtet. Ferner ergaben sich keine Hinweise auf eine

Sulfatierung oder metabolische Umwandlung von A9-THCA-A zu A9-THC.

OH

3c <
C5H11
A9-THCA-A-8-on (9)
HO., OH O
OH
<“«—H,C —
CsHi4 0 CsHyy CsH

1"

8a-OH-A9-THCA- A/ A9-THCA-A (1) 8B-OH-A9-THCA- A/
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D |-|3c " H3C
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8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A (5) 11-OH-A9-THCA-A (3) 86,11-Bis-OH-A9-THCA-A (7)

OOHl

OH O

OH
3c
H,;C o CsHqq

A9-THCA-A-COOH (11)
Abb. 3.22 Postulierter Phase I-Stoffwechselweg fir A9-THCA-A in Ratten. Die Nummerierung

korrespondiert mit der Nummerierung der Spektren und Strukturen in den Abb. 3.19 und
Abb. 3.20. Bei den Strukturen in Klammern handelt es sich um postulierte Zwischenstufen.



3.4 Studien zum Metabolismus von A9-THCA-A 107

3.4.2 Studien zum humanen Metabolismus von A9-THCA-A

3.4.2.1 Identifizierung von A9-THCA-A-Metaboliten in Humanurin mittels
LC-MS/MS und LC-QTOF MS

Der im Rahmen eines Pilotversuches zum Metabolismus und zur Elimination von
A9-THCA-A funf Stunden nach deren oraler Aufnahme gewonnene Humanurin wurde
wie unter 2.4.4.2.1 beschriecben sowohl nativ als auch nach enzymatischer
Konjugatspaltung durch Proteinfallung aufgearbeitet und die A9-THCA-A-Metabolite wie
unter 2.3.3.2.1 beschrieben mittels LC-ESI-MS detektiert.

Die Identifizierung der A9-THCA-A-Metabolite und Postulierung ihrer Strukturen erfolgte
wie unter 3.4.1.1 bereits fur den Rattenurin dargestellt. Wurden bei der Aufnahme der
EPI-Massenspektren flr ein deprotoniertes Molekllion mehrere Massenspektren
erhalten, erfolgte die Zuordnung der fur die A9-THCA-A-Metabolite postulierten
Strukturen zu den entsprechenden Massenspektren anhand des
Fragmentierungsmusters, der Retentionszeiten und der Polaritatsindices (logP-Werte).
Die Berechnung der logP-Werte war erforderlich, da sich die Massenspektren der
deprotonierten Molekullionen teilweise nur in der Intensitat der entstehenden
Fragmentionen unterschieden. Auflerdem wurden die Retentionszeiten der
A9-THCA-A-Metabolite bei der Trennung mit einer Phenylhexyl-Phase sowohl durch
Wechselwirkungen mit dem Kohlenstoff-GrundgerUst der stationaren Phase als auch
durch m-n-Wechselwirkungen mit deren Phenyl-Ring beeinflusst. Diese Saule wurde
ausgewahlt, da sie sich bereits fur die Bestimmung von A9-THC und dessen
Metaboliten 11-OH-A9-THC und A9-THC-COOH bewéhrt hatte 2°4,

Die EPI-Massenspektren, Retentionszeiten, Strukturen und vorherrschenden
Fragmentierungsmuster von A9-THCA-A und ihren Metaboliten sind in Abb. 3.23
dargestellt. Die Nummern der entsprechenden Massenspektren in Abb. 3.23 sind in
Klammern angegeben.

Im Humanurin konnten folgende Metabolite von A9-THCA-A (RT: 15,82 min) (1)
identifiziert werden: A9-THCA-A-Glucuronid (RT: 14,73 min) (2), 11-OH-A9-THCA-A
(RT: 13,53 min) (3), 11-OH-A9-THCA-A-Glucuronid (RT: 12,62 min) (4),
8a-Hydroxy-A9-tetrahydrocannabinolsaure-A (8a-OH-A9-THCA-A) (RT: 12,93 min) (5),
8a-Hydroxy-A9-tetrahydrocannabinolsaure-A-Glucuronid (8a-OH-A9-THCA-A-
Glucuronid) (RT: 12,05 min) (6), 8B-Hydroxy-A9-tetrahydrocannabinolsaure-A
(8B-OH-A9-THCA-A) (RT: 12,41 min) (7), 8B-Hydroxy-A9-tetrahydrocannabinolsaure-A-
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Glucuronid (88-OH-A9-THCA-A-Glucuronid) (RT: 11,34 min) (8), A9-THCA-A-8-on (RT:
13,78 min) 9), A9-THCA-A-8-on-Glucuronid (RT: 12,78 min) (10),
8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A (RT: 11,93 min) (11), 8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid
(RT: 11,04 min) (12), 8B,11-Bis-OH-A9-THCA-A (RT: 11,54 min) (13),
806,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid  (RT: 10,56 min)  (14), A9-THCA-A-COOH
(RT: 11,95 min) (15) A9-THCA-A-COOH-Glucuronid (RT: 10,80 min) (16), 11-Nor-
9-carboxy-8-hydroxy-A9-tetrahydrocannabinolsaure-A (8-OH-A9-THCA-A-COOH)
(RT: 10,18 min) (17), 11-Nor-9-carboxy-8-hydroxy-A9-tetrahydrocannabinolsaure-A-
Glucuronid  (8-OH-A9-THCA-A-COOH-Glucuronid) (RT: 9,41 min) (18), 11-Nor-
9-carboxy-4’-hydroxy-A9-tetrahydrocannabinolsaure-A (4’-OH-A9-THCA-A-COOH)
(RT: 9,22 min) (19), 11-Nor-9-carboxy-4’-hydroxy-A9-tetrahydrocannabinolsaure-A-
Glucuronid (4’-OH-A9-THCA-A-COOH-Glucuronid) (RT: 8,41 min) (20),
9,10-Bis-hydroxy-hexahydrocannabinolsaure-A (9,10-Bis-OH-HHCA-A) (RT: 12,14 min)
(21), 9,10-Bis-hydroxy-hexahydrocannabinolsaure-A-Glucuronid (9,10-Bis-OH-HHCA-A-
Glucuronid) (RT: 11,39 min) (22).

Im folgenden Abschnitt werden mdgliche Fragmentierungsmuster von A9-THCA-A und
ihren Metaboliten in Bezug auf die fir die A9-THCA-A-Metabolite postulierten
Strukturen erértert. Die Nummern der entsprechenden Massenspektren in Abb. 3.23
sind wiederum in Klammern angegeben.

A9-THCA-A (1) zeigt ein Molekulion von m/z 357. Eine Decarboxylierung der Carboxyl-
Gruppe in Position 2 fuhrt zu einem Fragmention mit m/z 313. Durch eine zusatzliche
neutrale Abspaltung von CsHg aus dem Ringsystem entsteht ein Fragmention mit
m/z 245, aus welchem durch eine weitere Ringoffnung ein Fragmention mit m/z 191
gebildet wird.

A9-THCA-A-Glucuronid (2) zeigt ein Molekulion von m/z 533. Die Abspaltung von
Glucuronsaure (Am = 176) fuhrt zu A9-THCA-A mit einem Fragmention mit m/z 357. Die
weitere Fragmentierung erfolgt in Analogie zu der des Aglykons A9-THCA-A.
11-OH-A9-THCA-A (3), 8a-OH-A9-THCA-A (5) und 8B-OH-A9-THCA-A (7) zeigen
Molekudlionen von m/z 373. Durch eine Decarboxylierung der Carboxyl-Gruppe in
Position 2 entsteht ein Fragmention mit m/z 329, aus welchem durch eine zusatzliche
Wasserabspaltung in Position 11 bzw. 8 ein Fragmention mit m/z 311 gebildet wird. Die
Fragmentionen mit m/z 268 und m/z 173 konnten keiner Struktur zugeordnet werden.
11-OH-A9-THCA-A-Glucuronid (4), 8a-OH-A9-THCA-A-Glucuronid (6) und
8B-OH-A9-THCA-A-Glucuronid (8) zeigen ein Molekulion von m/z 549. Die Abspaltung
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von Glucuronsaure (Am = 176) fuhrt zu 11-OH-A9-THCA-A, 8a-OH-A9-THCA-A bzw.
8B-OH-A9-THCA-A und damit jeweils zu einem Fragmention mit m/z 373. Die weitere
Fragmentierung erfolgt in Analogie zu der der Aglyka.

A9-THCA-A-8-on (9) zeigt ein Molekilion von m/z 371. Durch eine Decarboxylierung
der Carboxyl-Gruppe in Position 2 entsteht ein Fragmention mit m/z 327. Die
Fragmentionen mit m/z 284 und m/z 189 konnten keiner Struktur zugeordnet werden.
A9-THCA-A-8-on-Glucuronid (10) zeigt ein Molekulion von m/z 547. Die Abspaltung von
Glucuronsaure (Am =176) fuhrt zu A9-THCA-A-8-on mit einem Fragmention mit
m/z 371. Die weitere Fragmentierung erfolgt in Analogie zu der des Aglykons
A9-THCA-A-8-on.

8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A  (11) und 8B,11-Bis-OH-A9-THCA-A (13) zeigen
Molekulionen von m/z 389. Eine Wasserelimination flihrt zu einem Fragmention mit
m/z 371 und eine zusatzliche Decarboxylierung der Carboxyl-Gruppe in Position 2 zu
einem Fragmention mit m/z 327. Durch eine weitere Wasserabspaltung entsteht ein
Fragmention mit m/z 309. Das Fragmention mit m/z 312 konnte keiner Struktur
zugeordnet werden.

8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid (12) und 88,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid
(14) zeigen Molekullionen von m/z 565. Die Abspaltung von Glucuronsaure (Am = 176)
fuhrt zu 8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A bzw. 88,11-Bis-OH-A9-THCA-A und damit jeweils zu
einem Fragmention mit m/z 389. Die weitere Fragmentierung erfolgt in Analogie zu der
der Aglyka 8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A und 8f,11-Bis-OH-A9-THCA-A.
A9-THCA-A-COOH (15) zeigt ein Molekulion von m/z 387. Eine Decarboxylierung einer
der beiden Carboxyl-Gruppen fuhrt zu einem Fragmention mit m/z 343. Durch eine
zusatzliche Wasserelimination in Position 1 entsteht ein Fragmention mit m/z 325, durch
eine zusatzliche Decarboxylierung der zweiten Carboxyl-Gruppe dagegen ein
Fragmention mit m/z 299. Durch eine neutrale Abspaltung von CsHs aus dem
Ringsystem kommt es zur Bildung eines Fragmentions mit m/z 245, aus welchem durch
eine weitere Ring6ffnung ein Fragmention mit m/z 191 entsteht.
A9-THCA-A-COOH-Glucuronid (16) zeigt ein Molekuilion von m/z 563. Die Abspaltung
von Glucuronsaure (Am = 176) fuhrt zu A9-THCA-A-COOH mit einem Fragmention mit
m/z 387. Die weitere Fragmentierung erfolgt in Analogie zu der des Aglykons
A9-THCA-A-COOH.

8-OH-A9-THCA-A-COOH (17) zeigt ein  Moleklilion von m/z403. Eine

Wasserelimination in Position 8 fuhrt zu einem Fragmention mit m/z 385. Durch eine
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zusatzliche Decarboxylierung beider Carboxyl-Gruppe entsteht ein Fragmention mit
m/z 297. Das Fragmention mit m/z 159 konnte keiner Struktur zugeordnet werden.
8-OH-A9-THCA-A-COOH-Glucuronid (18) zeigt ein Molekulion von m/z 579. Die
Abspaltung von Glucuronsaure (Am =176) fuhrt zu 8-OH-A9-THCA-A-COOH und
einem Fragmention mit m/z 403. Die weitere Fragmentierung erfolgt in Analogie zu der
des Aglykons 8-OH-A9-THCA-A-COOH.

4’-OH-A9-THCA-A-COOH (19) =zeigt ein  Molekilion von m/z403. Eine
Decarboxylierung einer der beiden Carboxyl-Gruppen fuhrt zu einem Fragmention mit
m/z 359. Durch eine zusatzliche Decarboxylierung der zweiten Carboxyl-Gruppe kommt
es zur Bildung eines Fragmentions mit m/z 315. Durch neutrale Abspaltung von C4He
aus dem Ringsystem entsteht daraus ein Fragmention mit m/z 261.
4’-OH-A9-THCA-A-COOH-Glucuronid (20) zeigt ein Molekulion von m/z 579. Die
Abspaltung von Glucuronsaure (Am =176) fihrt zu 4’-OH-A9-THCA-A-COOH mit
einem Fragmention mit m/z 403. Die weitere Fragmentierung erfolgt in Analogie zu der
des Aglykons 4’-OH-A9-THCA-A-COOH.

9,10-Bis-OH-HHCA-A (21) zeigt ein Molekilion von m/z 391. Eine Wasserelimination
sowie eine zusatzliche Decarboxylierung der Carboxyl-Gruppe in Position 2 fuhren zu
einem Fragmention mit m/z 329. Durch eine weitere Wasserelimination entsteht ein
Fragmention mit m/z 311, aus welchem nach Ringd6ffnung ein Fragmention mit m/z 191
gebildet wird. Das Fragmention mit m/z 345 konnte keiner Struktur zugeordnet werden.
9,10-Bis-OH-HHCA-A-Glucuronid (16) zeigt ein Molekulion von m/z 567. Die
Abspaltung von Glucuronsaure (Am = 176) fuhrt zu 9,10-Bis-OH-HHCA-A mit einem
Fragmention mit m/z 391. Die weitere Fragmentierung erfolgt in Analogie zu der des
Aglykons 9,10-Bis-OH-HHCA-A.

Bei der Aufnahme der EPI-Massenspektren der Molekulionen mit m/z 389 wurden
neben den bereits beschriebenen bishydroxylierten A9-THCA-A-Metaboliten zwei
weitere bishydroxylierte A9-THCA-A-Metabolite (RT: 12,60 min bzw. 13,24 min) (I bzw.
II, Abb. 3.24) identifiziert. Diese Metabolite konnten zwar keiner Struktur zugeordnet
werden, allerdings ist aufgrund des in beiden Spektren auftretenden Fragmentions mit

m/z 191 anzunehmen, dass diese eine unsubstituierte Seitenkette aufweisen.
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Abb. 3.23 LC-ESI-MS/MS-Spektren (CE -20, -35, -50 eV, summiert), Retentionszeiten, Strukturen und

vorherrschende Fragmentierungsmuster

von A9-THCA-A und ihren Metaboliten. Die

Nummerierung der korrespondiert mit der Nummerierung in den Abb. 3.24 und 3.26.
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Abb. 3.23 (Fortsetzung).

Anhand der aus den EPI-Massenspektren (Abb. 3.23) erhaltenen Ubergédnge wurde die
bereits bestehende MRM-Methode um die zusatzlich zu den im Rattenurin
identifizierten Metabolite erweitert (Abb. 3.24). Im MRM-Modus ergaben sich Hinweise
auf ein zweites A9-THCA-A-Glucuronid. Wie bereits fur die A9-THCA-A-Glucuronide im
Rattenurin beschrieben, ist anzunehmen, dass es sich bei dem friher eluierenden
A9-THCA-A-Glucuronid (RT: 12,40 min) (2°) um das polarere Etherglucuronid
(Glucuronidierung an der Hydroxyl-Gruppe in Position 1), bei dem spater eluierenden
A9-THCA-A-Glucuronid (RT: 14,73 min) (2) hingegen um das Esterglucuronid
(Glucuronidierung an der Carboxyl-Gruppe in Position 2) handelt.

Aufgrund hoheren Empfindlichkeit des MRM-Modus gegenuber dem EPI-Modus wurden
daruber hinaus ein weiterer monohydroxylierter A9-THCA-A-Metabolit
(RT: 14,35 min) (lll) sowie dessen Glucuronid (RT: 13,42 min) (IV) nachgewiesen, die
jedoch keiner Struktur zugeordnet werden konnten.

Mittels MRM wurde bestatigt, dass es sich bei den beiden im EPI-Modus identifizierten
bishydroxylierten A9-THCA-A-Metaboliten um Aglyka handelt. Zusatzlich wurde ein
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weiteres Glucuronid eines bishydroxylierten Metaboliten detektiert (RT: 9,67 min) (V),

das aber ebenfalls keiner Struktur zugeordnet werden konnte.
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Abb. 3.24 Rekonstruierte LC-ESI-MRM lonenchromatogramme des Humanurins 5h nach oraler
Aufnahme von 50 mg A9-THCA-A (Oben: keine Konjugatspaltung; Unten: Konjugatspaltung
durch B-D-Glucuronidase/Arylsulfatase). Die Nummerierung korrespondiert mit der
Nummerierung in den Abb. 3.23 und 3.26.

Mit der unter 2.3.3.1.2 beschriebenen LC-QTOF MS-Methode wurde die exakte
Molekulmasse der mittels LC-MS/MS identifizierten A9-THCA-A-Metabolite durch
Massenbestimmung mit einer Toleranz von 10 ppm und Zuordnung der Kkorrekten

Isotopenverteilung (Sigma Fit) ermittelt (Tab. 3.11).
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Tab. 3.11 Ergebnisse der LC-QTOF MS-Suchanalyse zur Bestatigung der A9-THCA-A-Metabolite im

Humanurin

A9-THCA-A bzw. [M-H]" s‘f‘mme"' [M-H]- Fehler  Sigma
Metabolit berechnet [ﬁm?! gemessen [ppm] Fit

A9-THCA-A 357,2071 CaoH90, 357,2080 -2,47 0,013
A9-THCA-A-Glucuronid 533,2392 CasH37010 533,2393 -0,20 0,023
11-OH-A9-THCA-A 373,2020 CooH2905 373,2024 -0,81 0,017
11-OH-A9-THCA-A-Glucuronid 549,2341 CogH37014 549,2355 -2,44 0,023
8a-OH-A9-THCA-A 373,2020 C2oH2905 373,2029 -2,27 0,013
8a-OH-A9-THCA-A-Glucuronid 549,2341 CagH37014 549,2360 -3,36 0,026
8B-OH-A9-THCA-A 373,2020 CaoH3905 373,2011 1,48 0,015
8B-0OH-A9-THCA-A-Glucuronid 549,2341 C2sH37011 549,2372 -5,62 0,023
A9-THCA-A-8-on 371,1864 C22H,705 371,1866 -0,56 0,024
A9-THCA-A-8-on-Glucuronid 547,2185 Ca8H35011 547,2200 -2,73 0,100
8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A 389,1970 C22H2906 389,1970 2,18 0,022

8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid 565,2291 CasH37012 565,2320 -5,20 0,029
8B,11-Bis-OH-A9-THCA-A 389,1970 C2oH2906 389,1970 3,37 0,143

8B,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid 565,2291 Ca2sH37012 565,2342 -10,76 0,037

A9-THCA-A-COOH 387,1813 C22H2706 387,1810 0,84 0,022
A9-THCA-A-COOH-Glucuronid 563,2134 C2gH35012 563,2151 -3,03 0,025
8-OH-A9-THCA-A-COOH 403,1762 CooH2707 403,1730 7,42 0,029

8-OH-A9-THCA-A-COOH-Glucuronid 579,2083 C2sH35013 579,2115 -5,60 0,017
4’-OH-A9-THCA-A-COOH 403,1762 CooH27,07 403,1737 6,35 0,018
4’-OH-A9-THCA-A-COOH-Glucuronid 579,2083 C2sH35013 579,2100 -2,97 0,019
9,10-Bis-OH-HHCA-A 391,2126 C22H3106 391,2117 2,34 0,026

9,10-Bis-OH-HHCA-A-Glucuronid 567,2447 CasH39012 567,2480 -5,90 0,088

Von den in MRM-Modus zusatzlich identifizierten A9-THCA-A-Metaboliten konnten
mittels LC-QTOF MS allerdings nur die beiden bishydroxylierten A9-THCA-A-Metabolite
(I bzw. 1) bestatigt werden. Fur alle anderen A9-THCA-A-Metabolite gelang dies

- wahrscheinlich aufgrund zu geringer Konzentrationen - nicht.



3.4 Studien zum Metabolismus von A9-THCA-A 119

3.4.2.2 Identifizierung von 49-THCA-A-Metaboliten in Humanurin mittels GC-MS

Der bereits mittels LC-MS/MS und LC-QTOF MS untersuchte Humanurin wurde wie
unter 2.4.4.2.2 beschrieben nativ sowie nach enzymatischer Konjugatspaltung durch
SPE und Trimethylsilylierung aufgearbeitet und die A9-THCA-A-Metabolite mit der unter
2.3.3.2.2 beschriebenen GC-EI-MS-Methode identifiziert. Die fur die A9-THCA-A-
Metabolite postulierten Strukturen wurden aus den aufgenommenen Fragmenten
abgeleitet und in Anlehnung an das Fragmentierungsmuster der A9-THCA-A sowie des
A9-THC und dessen Metaboliten interpretiert %2 Die EI-Massenspektren,
Retentionszeiten, Strukturen und vorherrschenden Fragmentierungsmuster von
A9-THCA-A und ihren Metaboliten sind in Abb. 3.25 dargestellt. Die Nummern der
entsprechenden Massenspektren in Abb. 3.25 sind in Klammern angegeben.

Im Humanurin konnten folgende Metabolite von A9-THCA-A (RT: 16,64 min) (1)
identifiziert werden: 11-OH-A9-THCA-A (RT: 17,56 min) (2), 8a-OH-A9-THCA-A
(RT: 17,46 min) (3), 8B8-OH-A9-THCA-A (RT: 17,48 min) (4) und A9-THCA-A-COOH
(RT: 18,16 min) (5).

Im folgenden Abschnitt werden mdgliche Fragmentierungsmuster von A9-THCA-A und
ihren Metaboliten in Bezug auf die fir die A9-THCA-A-Metabolite postulierten
Strukturen erértert. Die Nummern der entsprechenden Massenspektren in Abb. 3.25
sind wiederum in Klammern angegeben.

A9-THCA-A (1) zeigt ein Molekilion mit m/z 502. Durch die Abspaltung einer Methyl-
Gruppe aus der trimethylsilylierten Carboxyl-Gruppe entsteht ein Fragmention mit
m/z 487 ['® Bei den Fragmentionen m/z 488 und m/z 489 handelt es sich um

Isotopenpeaks des Fragmentions m/z 487 !"94

. Kommt es nach Abspaltung einer
Methyl-Gruppe zusatzlich zu einer Allyl-Spaltung der Pentyl-Seitenkette, entsteht ein
Fragmention mit m/z 431. Das Fragmention mit m/ 413 entsteht durch die Abspaltung
von OSi(CHs)s aus der trimethylsilylierten Carboxyl-Gruppe in Position 2 unter Bildung
eines stabilen Acyliumions '"**. Eine weitere Abspaltung von Kohlenmonoxid aus
diesem Fragmention fuhrt zum Fragmention mit m/z 385. Das Fragmention mit m/z 339
konnte keiner Struktur zugeordnet werden.

11-OH-A9-THCA-A (2) zeigt ein Molekulion mit m/z 590. Eine Abspaltung einer Methyl-
Gruppe fuhrt zu einem Fragmention mit m/z 575. Bei den Fragmentionen m/z 576 und
m/z 577 handelt es sich um Isotopenpeaks des Fragmentions m/z 575 " Durch eine

zusatzliche Abspaltung der trimethylsilylierten Hydroxyl-Gruppe in Position 11 entsteht
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ein Fragmention mit m/z 487. Wird hingegen die trimethylsilylierte Carboxyl-Gruppe in
Position 2 abgespalten, so entsteht ein Fragmention mit m/z 473.

8a-OH-A9-THCA-A (3) und 8B-OH-A9-THCA-A (4) zeigen Molekulionen mit m/z 590.
Eine Abspaltung einer Methyl-Gruppe flhrt zu einem Fragmention mit m/z 575. Bei den
Fragmentionen m/z576 und m/z577 handelt es sich um Isotopenpeaks des
Fragmentions m/z 575 "% Wird aus dem Molekillion dagegen die trimethylsilylierte
Hydroxyl-Gruppe in Position 8 abgespalten, entsteht ein Fragmention mit m/z 500.
Durch Abspaltung der trimethylsilylierten Hydroxyl-Gruppe in Position 8 aus dem
Fragmention mit m/z 575 entsteht ein Fragmention mit m/z 485. Wird aus dem
Molekulion die trimethylsilylierte Carboxyl-Gruppe in Position 2 abgespalten, so entsteht
ein Fragmention mit m/z459. Die hohe Intensitat der durch Abspaltung von
Trimethylsilanol entstehenden Fragmentionen mit m/z 500 bzw. 485 im Spektrum von
8a-OH-A9-THCA-A (3) ist auf die leichte Ablosung des Wasserstoffatoms in Position
10a zurlckzufuhren, da dieses in Allyl-Stellung zur Doppelbindung und in Benzyl-
Stellung zum Aromaten angeordnet ist. Daruber hinaus beglnstigt die pseudoaxiale
8a-0Si(CH3)s-Gruppe dessen Abspaltung. Dagegen ist bei 3-Stellung der OSi(CHs3)s3-
Gruppe kein geeignetes Wasserstoffatom zur Bildung von Trimethylsilanol verfugbar,
was die geringe Intensitat der Fragmentionen mit m/z 500 und 485 erklart.
A9-THCA-A-COOH (5) zeigt ein Molekullion mit m/z 604. Eine Abspaltung einer Methyl-
Gruppe fuhrt zu einem Fragmention mit m/z 589. Bei den Fragmentionen m/z 590 und
m/z 591 handelt es sich um Isotopenpeaks des Fragmentions m/z 589 "*. Durch die
Abspaltung einer der beiden trimethylsilylierten Carboxyl-Gruppen entsteht ein
Fragmention mit m/z 487. Die Fragmentionen mit m/z 537 und m/z 514 konnten keiner

Struktur zugeordnet werden.
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Abb. 3.25 GC-EI-MS-Spektren, Retentionszeiten, Strukturen und vorherrschende Fragmentierungs-
muster von A9-THCA-A und ihren Hauptmetaboliten.



3.4 Studien zum Metabolismus von A9-THCA-A

121

2 575
g
#
‘@
g 487
£
73 .
l 147 427 5/9—0 M
L . . s la Ally 1 r
100 200 300 400 500 m/z [u]
11-Hydroxy-A9-THCA-A 3TMS (RT: 17,56 min)
3 485 M:
S 575 I o CHy
= [
£ CH, _Si—iCH,
g ..................... c-:H :
2 73 H,;C 3
[ H
147 459 ) 590 M:
1 . iy Fall l l 1 .
100 200 300 400 500 m/z [u]
8a-Hydroxy-A9-THCA-A 3TMS (RT: 17,46 min)
4 575
= CH Mz
X . rdi<)
= CH; IH3C P 590
3 | ° 7] HC—Si-CH; 575 ==
[ H;C—Si—0, CH
] (I;H [
£1 73 3 Si—CH
459 485 | o’éH 3
147 a1 l l/ 500 % M H,C 7 Chs
L _— A ST W f/ 1 1485 H3C 0 CH3
100 200 300 400 500 m/z [u]
8B-Hydroxy-A9-THCA-A 3TMS (RT: 17,48 min)
5 589
g
"
‘a
[=
2 73
£
147 514 | 604 M:
l_ 499 > %
1 , Y BV T | X
100 200 300 400 500 m/z [u]

11-Nor-9-carboxy-A9-THCA-A 3TMS (RT: 18,16 min)

Abb. 3.25 (Fortsetzung).
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Weitere mittels LC-MS/MS identifizierte A9-THCA-A-Metabolite wurden mittels GC-MS
nicht detektiert. Mit Ausnahme von A9-THCA-A-8-on, ergeben sich fur diese
Metaboliten nach vollstandiger Trimethylsilylierung Molekulionen mit einem m/z gréRer
650 u. Da bei dem fir die Aufnahme der Massenspektren eingesetzten GC-MS-Gerat
die Massenachse jedoch nur im Bereich von m/z 50 bis 650 u kalibriert wird, konnten
lediglich ~ fur die  Hauptmetabolite  11-OH-A9-THCA-A, 8a-OH-A9-THCA-A,
8B-OH-A9-THCA-A und A9-THCA-A-COOH aussagekraftige = Massenspektren
aufgenommen werden. Fur alle weiteren A9-THCA-A-Metabolite war dies bedingt durch
die Massenachsenkalibration nicht moglich.

Die Aufnahme von GC-MS/MS-Spektren der A9-THCA-A-Metabolite war - vermutlich

aufgrund zu geringer Konzentrationen - nicht mdglich.

3.4.2.3 Postulierung des Stoffwechselwegs anhand der identifizierten Metabolite

Anhand der mittels LC-MS/MS, LC-QTOF MS und GC-MS identifizierten Metabolite
kann fur A9-THCA-A folgender Stoffwechselweg postuliert werden (Abb. 3.26):
A9-THCA-A wird in Position 11 zu 11-OH-A9-THCA-A monohydroxyliert, welches zu
A9-THCA-A-COOH weiter oxidiert wird. Des Weiteren erfolgen Monohydroxylierungen
in Position 8 zu 8a-OH-A9-THCA-A und 8B-OH-A9-THCA-A, gefolgt von einer
Dehydrierung zu A9-THCA-A-8-on. Daruber hinaus werden die in Position 8
monohydroxylierten Metabolite zu 8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A und
8B,11-Bis-OH-A9-THCA-A weiter oxidiert. Ausgehend von A9-THCA-A-COOH
entstehen durch eine Monohydroxylierung in Position 8 bzw. in Position 4’ der
Seitenkette 8-OH-A9-THCA-A-COOH und 4’-OH-A9-THCA-A-COOH. Daruber hinaus
erfolgt eine Epoxidierung der olefinischen Doppelbindung zu Epoxy-HHCA-A, welches
aufgrund seiner Instabilitat umgehend zu 9,10-Bis-OH-HHCA-A hydrolysiert wird.

Alle Phase |-Metabolite werden auch in glucuronidierter Form ausgeschieden, d.h. als
A9-THCA-A-Glucuronid, 11-OH-A9-THCA-A-Glucuronid, 8a- und 83-OH-A9-THCA-A-
Glucuronid, A9-THCA-A-8-on-Glucuronid, 8a- und 8(,11-Bis-OH-A9-THCA-A-
Glucuronid,  A9-THCA-A-COOH-Glucuronid, = 8-OH-A9-THCA-A-COOH-Glucuronid,
4’-OH-A9-THCA-A-COOH-Glucuronid und 9,10-Bis-HHCA-A-Glucuronid. Wie bereits fur
die im Rattenurin identifizierten Glucuronide beschrieben, ist anzunehmen, dass es sich
bei den identifizierten Phase IlI-Metaboliten von A9-THCA-A um Esterglucuronide
handelt. Auch im Humanurin ergaben sich keine Hinweise auf eine mehrfache

Glucuronidierung oder Sulfatierung.
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Abb. 3.26 Postulierter Phase |-Stoffwechselweg fliir A9-THCA-A beim Menschen. Die Nummerierung
korrespondiert mit der Nummerierung der Spektren und Strukturen in den Abb. 3.23 und
Abb. 3.24. Bei der Struktur in Klammern handelt es sich um eine postulierte Zwischenstufe.
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3.4.3 Vergleich des in-vivo Metabolismus von Ratte und Mensch

Zum Vergleich des Metabolismus von A9-THCA-A in beiden untersuchten Spezies
wurden Rattenurin und Humanurin sowohl nativ als auch nach enzymatischer
Konjugatspaltung mit der im Anschluss an die Studien zum Metabolismus im
Humanurin erstellten MRM-Methode (siehe 2.3.3.2.1) analysiert. Ein Vergleich des
qualitativen Metabolismus zwischen beiden Spezies ist anhand dieser Proben jedoch
nur eingeschrankt moglich, da fur die Studien zum Metabolismus verschiedene
A9-THCA-A-Dosierungen und unterschiedliche Applikationsarten verwendet wurden.
Daruber hinaus wurde bei der Studie an Ratten ein Sammelurin Uber 24 h gewonnen,
wahrend fur die Studie zum humanen Metabolismus ein Spot-Urin eingesetzt wurde,
der im Rahmen eines Pilotversuches zur Untersuchung des Ausscheidungsverhaltens
von A9-THCA-A als eine von vielen Urinproben gewonnen wurde. Unterschiede
zwischen Ratte und Mensch sind mdglicherweise auch auf diese variierenden
Versuchsparameter zurickzufihren.

Das Muster an A9-THCA-A-Metaboliten ist bei Ratte und Mensch weitgehend identisch.
Lediglich 8-OH-A9-THCA-A-COOH, 4’-OH-A9-THCA-A-COOH sowie deren Glucuronide
8-OH-A9-THCA-A-COOH-Glucuronid und 4’-OH-A9-THCA-A-COOH-Glucuronid
konnten im Rattenurin nicht nachgewiesen werden. Dies ist moglicherweise auf die Art
der A9-THCA-A-Applikation zuruckzufihren, da A9-THCA-A fur die Studie zum
Metabolismus in Rattenurin Form einer ethanolischen Losung verabreicht wurde,
wahrend fur die Untersuchungen in Humanurin eine Losung von A9-THCA-A in
Sesamél in Anlehnung an Formulierungen fiir Dronabinol® eingesetzt wurde %, Es ist
anzunehmen, dass der Ethanolabbau in Konkurrenz zur Bildung der A9-THCA-A-COOH
stand. Die Oxidation von 11-OH-A9-THCA-A zu A9-THCA-A-COOH durfte ebenso wie
die Oxidation von 11-OH-A9-THC zu A9-THC-COOH zunachst Uber eine Aldehyd-
Zwischenstufe  erfolgen [%% 282" \elche  wahrscheinlich durch  eine
Alkoholdehydrogenase oder mikrosomale Alkoholoxygenase katalysiert wird. Die
Umwandlung von 11-Oxo-Metaboliten zur entsprechen Carbonsaure wird anschlief3end
durch eine mikrosomale Aldehydoxygenase (MALDO), ein Enzym der CYP2C-Familie
katalysiert. Diese Annahme wird auch dadurch gestutzt, dass sich nur im Rattenurin
zusatzlich zu A9-THCA-A-8-on Hinweise auf jeweils einen weiteren Metaboliten mit
einem Precursor-lon von m/z 371 bzw. von m/z 547 ergaben. 11-Oxo-A9-THCA-A und
A9-THCA-A-8-on besitzen ebenso wie ihre Glucuronide das gleiche Molekulargewicht.

Darliber hinaus werden aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zumindest teilweise
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dieselben Produkt-lonen erwartet. Alle weiteren A9-THCA-A-Metabolite wurden in
beiden Spezies identifiziert.

Wahrend das Metaboliten-Muster fur beide Spezies weitgehend identisch war, wurden
fur die Intensitaten der gebildeten A9-THCA-A-Metabolite jedoch Unterschiede
beobachtet. Fur alle Glucuronide der A9-THCA-A-Metabolite waren im Rattenurin
deutlich geringe Intensitaten zu verzeichnen als im Humanurin. Dies ist mdglicherweise
darauf zurlckzufihren, dass die Grenze flr eine uneingeschrankte glomerulare
Filtration und damit renale Elimination bei der Ratte etwa 600 u betragt, wahrend die
humane Niere Stoffe mit einem Molekurargewicht von bis zu 5000 u uneingeschrankt
filtrieren kann. Darlber hinaus ergaben sich Unterschiede im Verhaltnis der
A9-THCA-A-Metabolite zueinander. Wahrend das Verhaltnis der Intensitaten von
A9-THCA-A-Esterglucuronid und —Etherglucuronid im Rattenurin etwa 2:1 betrug,
wurde im Humanurin fast ausschlieBlich das Esterglucuronid nachgewiesen. Derartige
Unterschiede wurden auch fur die monohydroxylierten Metabolite festgestellt. Im
Humanurin wurden 11-OH-A9-THCA-A, 8a-OH-A9-THCA-A und 8B-OH-A9-THCA-A mit
annahernd gleicher Intensitat detektiert, im Rattenurin hingegen betrug das Verhaltnis
der Intensitditen von 11-OH-A9-THCA-A und 8B-OH-A9-THCA-A ungefahr 6:1.
8a-OH-A9-THCA-A konnte sogar nur in Spuren nachgewiesen werden. Fur die

entsprechenden Glucuronide ergab sich ein ahnliches Bild.

3.4.4 Studien zum Metabolismus von A9-THCA-A mit Rattenlebermikrosomen

Mikrosome sind membranumhdullte Vesikel mit einem Durchmesser von etwa 100 nm,
die als Fragmente des endoplasmatischen Retikulums (ER) bei der Homogenisierung
von Gewebe entstehen und durch fraktionierte Zentrifugation isoliert werden. In
Mikrosomen sind alle am ER gebunden Enzyme wie Monooxygenasen,
Epoxidhydratasen und Glucuronyltransferasen vorhanden. Die grofite Bedeutung fur die
oxidative Biotransformation von Fremdstoffen besitzen dabei die
CYP-Monooxygenasen. Untersuchungen an Mikrosomen bieten gegenlber
Tierversuchen den Vorteil, dass sie mit deutlich geringerem Aufwand durchzuflhren
sind und — unter Verwendung spezieller Mikrosome — die Beteiligung einzelner
CYP-Isoenzyme am Metabolismus untersucht werden kann. Nachteilig ist, dass
aufgrund der Verdinnung der bendtigten Ko-Faktoren in Mikrosomen kein oder nur ein

rudimentarer Phase [I-Metabolismus erfolgt.
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Der Mikrosomenansatz wurde wie unter 2.4.4.3 beschrieben hergestellt und
aufgearbeitet und die A9-THCA-A-Metabolite mit der unter 2.3.3.1.1 aufgeflhrten
LC-ESI-MS-Methode detektiert. Die ldentifizierung der A9-THCA-A-Metabolite erfolgte
anhand ihrer deprotonierten Molekillionen im EMS-Modus unter Verwendung der
linearen lonenfalle (DP -30, -90 und -130 V).

Da nur wenig Probenmaterial zur Verflgung stand, war die Aufnahme von
EPI-Massenspektren der deprotonierten Molekullionen fur die einzelnen A9-THCA-A-
Metabolite nicht moglich. Deshalb wurde fur die Identifizierung der EMS-Modus
gewahlt, da in diesem Modus eine hohere Empfindlichkeit erzielt wird als im
Q1-Scan-Modus und er gegenuber dem zwar noch empfindlicheren MRM-Modus
zumindest EMS-Massenspektren der A9-THCA-A-Metabolite liefert.

Die fur die A9-THCA-A-Metabolite postulierten Strukturen wurden aus den im
EMS-Modus aufgenommenen Molekil- und Fragmentionen abgeleitet und in Anlehnung
an das Fragmentierungsmuster von A9-THCA-A sowie das der im Ratten- und
Humanurin bereits identifizierten A9-THCA-A-Metabolite interpretiert. Die Zuordnung
der fur die A9-THCA-A-Metabolite postulierten Strukturen zu den entsprechenden
EMS-Massenspektren erfolgte durch Vergleich des Fragmentierungsmusters und der
Retentionszeit mit denen der im Ratten- und Humanurin identifizierten A9-THCA-A-
Metabolite.

Die EMS-Massenspektren, Strukturen und vorherrschenden Fragmentierungsmuster
von A9-THCA-A und ihren Metaboliten sind in Abb. 3.27 dargestellt. Nach Inkubation
von A9-THCA-A (RT: 16,93 min) in Rattenlebermikrosomen konnten 11-OH-A9-THCA-A
(RT: 15,57 min), A9-THCA-A-8-on (RT: 15,08 min) und 9,10-Bis-OH-HHCA-A
(RT: 13,44 min) identifiziert werden. Zusatzlich ergaben sich Hinweise auf einen
weiteren monohydroxylierten A9-THCA-A-Metaboliten (RT: 14,78 min), der jedoch
keiner Struktur zugeordnet werden konnte.

Darlber hinaus ergaben sich Hinweise auf drei bishydroxylierte A9-THCA-A-Metabolite
(RT: 12,35 min, 13,83 min bzw. 14,66 min), die jedoch weder anhand des
Fragmentierungsmusters noch der Retentionszeit eindeutig einer Struktur zugeordnet
werden konnten (Abb. 3.28). Die Massenspekiren der beiden potentiellen,
bishydroxylierten A9-THCA-A-Metaboliten bei 13,83 min bzw. 14,66 min weisen ein
Fragmention mit m/z 191 auf, welches eine unsubstituierte Seitenkette vermuten lasst.
Weitere im Rattenurin bzw. Humanurin identifizierte Metabolite konnten nach Inkubation

von A9-THCA-A mit Rattenlebermikrosomen nicht nachgewiesen werden.



3.4 Studien zum Metabolismus von A9-THCA-A

127

Intensitat EMS (DP -30 V) 16,93
[cps] XIC miz 357
3,0e7 XIC m/z 313
2,0e7
1,0e7 /\_\
15,00 16,00 17,00 18,00 Zeit [min]
Intensitit { EMS (DP -90 V) 16,93
[cps] XIC miz 357
1,038 XIC m/z 313
5,0e7
.A‘
15,00 16,00 17,00 18,00 Zeit [min]
Intensitét EMS (DP -130 V) 16,93
[cps] XIC m/z 357
XIC miz 313
2,0e7
1,0e7
15,00 16,00 17,00 18,00 Zeit [min]
T ] A9-THCA-A [M-H]-
% | EMS(DP-30V) 357
:'ﬁ RT: 16,93 min
[=
[
£
L
100 200 300 400 m/z [u] "191
T ] A9-THCA-A 313
= | EMS(DP-90V)
= | RT:16,93 min [M-H}
g 357
2
= 245
191
A l il !
100 200 300 400 m/z [u]
T ] A9-THCA-A 191 313
= ] EmspP-130v) 245
H .
= RT: 16,93 min [M-HJ-
c 357
(]
E
Lle |
100 200 300 400 m/z [u]
Abb. 3.27 Extrahierte lonenchromatogramme (XIC), LC-ESI-MS-Spektren (DP -30, -90, -130V),
Strukturen und vorherrschende Fragmentierungsmuster von A9-THCA-A und ihren

Metaboliten.
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Abb. 3.27 (Fortsetzung).
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Abb. 3.27 (Fortsetzung).
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Abb. 3.28 XIC und LC-ESI-MS-Spektren (DP -30, -90, -130 V) der drei potentiellen, bishydroxylierten
A9-THCA-A-Metabolite. Die lonen in Grau sind wahrscheinlich nicht Teil der LC-ESI-MS-
Spektren. Die moglichen Hydroxylierungs-Positionen sind mit Pfeilen markiert.
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Unter Berucksichtigung der geratebedingten Retentionszeitverschiebung, waren die
Retentionszeiten der nach Inkubation von A9-THCA-A in Rattenlebermikrosomen
identifizierten Metabolite mit Ausnahme der von 11-OH-A9-THCA-A identisch mit
denen, welche fir diese Metabolite in Ratten- und Humanurin beobachtet wurden. Es ist
jedoch trotz dieser Retentionszeitverschiebung anzunehmen, dass es sich dabei um
11-OH-A9-THCA-A handelt.

Dies wird ebenso wie die ubrigen Ergebnisse durch die Parallelen zum in-vitro-
Metabolismus von A9-THC gestutzt: Die Inkubation von A9-THC in
Rattenlebermikrosomen flhrt zu einer Vielzahl von Metaboliten, wobei allerdings
hauptsdchlich mono- und bishydroxyliete Metabolite gebildet werden "2,
11-OH-A9-THC wird dabei als einer der Hauptmetaboliten beschrieben, dessen Bildung
uber eine Aldehyd-Zwischenstufe verlauft. Auch flr die Inkubation von A9-THC in
humanen Lebermikrosomen sind zahlreiche Metabolite beschrieben, darunter v.a.
11-OH-A9-THC, 8-OH-A9-THC, A9-THC-8-on und 9,10-Epoxyhexahydrocannabinol ['**
U Fir die Hydroxylierung in Position 11 ist dabei v.a. CYP2C9 verantwortlich,
wahrend die Hydroxylierung in Position 8 sowie die Epoxidierung hauptsachlich durch
CYP3A4 katalysiert werden "3l Es ist deshalb davon auszugehen, dass diese
CYP-Isoenzyme auch am in-vitro-Metabolismus von A9-THCA-A beteiligt sind.
Insgesamt wurde jedoch nur ein geringer Anteil der eingesetzten A9-THCA-A wahrend
der Inkubation in den Rattenlebermikrosomen umgesetzt, so dass in den Extrakten eine
wesentlich hdhere Intensitat fur A9-THCA-A als fur die A9-THCA-A-Metabolite erzielt
wurde. Dies ist wahrscheinlich auf eine verminderte Aktivitat des Mikrosomenansatzes
zuruckzufuhren. Moglicherweise wurde ein Teil der CYP-Isoenzyme durch
Denaturierung inaktiviert, da A9-THCA-A aufgrund ihrer Unléslichkeit in Wasser in einer
Mischung aus Wasser und Methanol zugesetzt wurde. Fur zukunftige Untersuchungen
sollte deshalb versucht werden, den Anteil des organischen Losungsmittels im
Inkubationsansatz noch weiter zu verringern. Moglicherweise koénnte durch die
Verwendung einer Ol-in-Wasser-Emulsion von A9-THCA-A vollstandig auf den Einsatz

organischer Losungsmittel verzichtet werden.
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3.5 Studien zur Elimination von A9-THCA-A und ihren Metaboliten

3.5.1 Eliminationsprofile von A9-THCA-A und ihren Metaboliten in Serum und

Plasma

Zur Quantifizierung von A9-THCA-A wurden Serum und Plasma wie unter 2.4.5.1.1
beschrieben sowohl nativ als auch nach enzymatischer Konjugatspaltung mittels SPE
aufgearbeitet und A9-THCA-A mit der unter 2.3.4 aufgefuhrten GC-EI-MS-Methode
quantifiziert.

Da keine Informationen Uber die orale Bioverfugbarkeit von A9-THCA-A und damit Uber
die zu erwartenden Serum- bzw. Plasmakonzentrationen verfigbar waren, wurde zur
Orientierung auf die entsprechenden Daten von A9-THC zurlickgegriffen. Die orale
Bioverfugbarkeit von A9-THC liegt unter 10 %, so dass nach oraler Aufnahme von
20 mg A9-THC maximale Plasmakonzentrationen von 4,4 bis 11,0 ng/ml bzw. nach
oraler Aufnahme von 15 mg A9-THC maximale Plasmakonzentrationen von 2,7 bis
6,3 ng/ml erreicht werden . Nimmt man fiir A9-THCA-A eine vergleichbare orale
Bioverfugbarkeit an, sollten die nach Aufnahme von 50 mg A9-THCA-A und Einsatz von
0,5 ml Serum bzw. Plasma resultierenden Konzentrationen im Kalibrationsbereich von
0,5 bis 20,0 ng/ml liegen. Allerdings ergaben sich unerwartet hohe Serum- und
Plasmakonzentrationen, welche auch nach Verdiunnung von 0,5 ml Probenmaterial mit
0,5 ml Leerserum bzw. —plasma weit aulerhalb des kalibrierten Konzentrationsbereichs
lagen. Ausgehend von diesen semiquantitativen Werten wurden die einzelnen Serum-
und Plasmaproben fir die nachfolgenden Analysen so verdinnt, dass die
resultierenden Serum- bzw. Plasmakonzentrationen im kalibrierten
Konzentrationsbereich lagen.

Nach oraler Aufnahme von 50mg A9-THCA-A betrug die maximale
Serumkonzentration 1182 ng/ml bei nativer Aufarbeitung und 4256 ng/ml bei
Aufarbeitung nach enzymatischer Konjugatspaltung und wurde nach 190 min (3,17 h)
bzw. 255 min (4,25 h) erreicht (Abb. 3.29). Die maximale Plasmakonzentration betrug
1704 ng/ml bei nativer Aufarbeitung bzw. 3084 ng/ml bei Aufarbeitung nach
enzymatischer Konjugatspaltung und wurde nach 190 min (3,17 h) erreicht (Abb. 3.30).
Damit liegt A9-THCA-A scheinbar auch in Serum und Plasma grofteils als Glucuronid
vor. Die maximale Serum- bzw. Plasmakonzentration wurde etwa drei Stunden nach
der oralen Aufnahme durch einen sprunghaften Anstieg der A9-THCA-A-Konzentration

erreicht. AnschlieBend fiel die A9-THCA-A-Konzentration stetig ab, wobei nach
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ungefahr zehn Stunden ein deutlich langsameres Absinken der A9-THCA-A-
Konzentrationen zu beobachten war. Nach weiteren zwolf Stunden war die Elimination

von A9-THCA-A weitgehend abgeschlossen.
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Abb. 3.29 A9-THCA-A-Konzentration im Serum nach oraler Aufnahme von 50mg A9-THCA-A
(gestrichelte Linie: nativ; durchgezogene Linie: 8-D-Glucuronidase/Arylsulfatase-Spaltung).
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Abb. 3.30 A9-THCA-A-Konzentration im Plasma nach oraler Aufnahme von 50 mg A9-THCA-A
(gestrichelte Linie: nativ; durchgezogene Linie: 8-D-Glucuronidase/Arylsulfatase-Spaltung).
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Zur Bestimmung der A9-THCA-A-Metabolite wurden Serum und Plasma wie unter
2.4.5.2 beschrieben mittels Proteinfallung aufgearbeitet und die A9-THCA-A-Metabolite
mit der unter 2.3.3.2.1 aufgefuhrten LC-ESI-MS-Methode identifiziert.

In Serum und Plasma wurden folgende A9-THCA-A-Metabolite nachgewiesen:
A9-THCA-A-Glucuronid, 11-OH-A9-THCA-A, 8a-OH-A9-THCA-A, 8B-OH-A9-THCA-A,
A9-THCA-A-8-on und A9-THCA-A-COOH. Im Serum konnten zusatzlich die beiden
bishydroxylierten A9-THCA-A-Metabolite Ill und IV identifiziert werden, wahrend diese
Metabolite im Plasma lediglich in Spuren vorhanden waren. Dariber hinaus wurden
Spuren von A9-THCA-A-COOH-Glucuronid sowie von 9,10-Bis-OH-HHCA-A
nachgewiesen. 11-OH-A9-THCA-A-Glucuronid, 8a-OH-A9-THCA-A-Glucuronid,

8B-OH-A9-THCA-A-Glucuronid, A9-THCA-A-8-on-Glucuronid, 8a,11-Bis-OH-
A9-THCA-A, 8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid, 88,11-Bis-OH-A9-THCA-A,
88,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid, 8-OH-A9-THCA-A-COOH, 8-OH-

A9-THCA-A-COOH-Glucuronid, 4’-OH-A9-THCA-A-COOH, 4’-OH-A9-THCA-A-COOH-
Glucuronid und 9,10-Bis-OH-HHCA-A-Glucuronid konnten dagegen weder im Serum
noch im Plasma identifiziert werden.

Da eine Quantifizierung der A9-THCA-A-Metabolite aufgrund nicht verflgbarer
Referenzstandards ausgeschlossen war, wurde zur Erstellung der Eliminationsprofile
das Intensitatsverhaltnis der A9-THCA-A-Metabolite zu A9-THC-COOH-D3; gegen die
Zeit nach oraler Aufnahme von A9-THCA-A aufgetragen (Abb. 3.31 und Abb. 3.32).
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Abb. 3.31 Eliminationsprofile der A9-THCA-A-Metabolite im Serum nach oraler Aufnahme von 50 mg
A9-THCA-A.
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Abb. 3.32 Eliminationsprofile der A9-THCA-A-Metabolite im Plasma nach oraler Aufnahme von 50 mg
A9-THCA-A.

Nach oraler Aufnahme von 50 mg A9-THCA-A wurden die maximalen Intensitaten von
A9-THCA-A-Glucuronid, 11-OH-A9-THCA-A, 8a-OH-A9-THCA-A, 8B-OH-A9-THCA-A
sowie von beiden bishydroxylierten A9-THCA-A-Metabolite im Serum nach 255 min
(4,25 h) erreicht. Das Maximum von A9-THCA-A-8-on wurde mit einer Verzégerung von
90 min nach 345 min (4,75 h), wahrend das Maximum von A9-THCA-A-COOH sogar
erst nach 465 min (7,75 h) erzielt wurde. Im Plasma wurden die maximalen Intensitaten
von A9-THCA-A-Glucuronid, 11-OH-A9-THCA-A, 8a-OH-A9-THCA-A und
8B-OH-A9-THCA-A ebenfalls nach 255 min (4,25 h) erreicht. Die Maxima von
A9-THCA-A-8-on und A9-THCA-A-COOH wurden wiederum mit einer Verzdgerung erst
nach 465 min (7,75 h) erzielt.

Ungefahr zwei Stunden oraler Aufnahme von 50 mg A9-THCA-A war mit Ausnahme
von A9-THCA-A-COOH ein deutlicher Anstieg der Intensitdten zu beobachten. Wie
bereits beschrieben wurden nach weiteren zwei Stunden die Maxima erreicht. Damit
war im Vergleich zu A9-THCA-A eine Verzdogerung von etwa einer Stunde zu
verzeichnen. Lediglich fur A9-THCA-A-COOH war ein langsamerer Anstieg der
Intensitat Uber einen Zeitraum von ungefahr 4,5 Stunden zu beobachten.

Anschlieend fielen die Konzentrationen der A9-THCA-A-Metabolite stetig ab, so dass
die Elimination im Serum nach ungefahr 26 Stunden weitgehend abgeschlossen war.
Im Plasma war die Elimination von 11-OH-A9-THCA-A bereits nach etwa 22 Stunden
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abgeschlossen, wahrend alle tbrigen A9-THCA-A-Metabolite auch nach mehr als 31
Stunden noch nachgewiesen werden konnten.

Vergleicht man die Eliminationsprofile von A9-THCA-A und ihren Metaboliten mit denen
von A9-THC und dessen Metaboliten 11-OH-A9-THC und A9-THC-COOH besteht ein
wesentlicher Unterschied in der maximalen Serum- bzw. Plasmakonzentration. Die
nach oraler Aufnahme von 50mg A9-THCA-A resultierenden A9-THCA-A-
Konzentrationen sind ungefahr zwei Zehnerpotenzen hoher als die A9-THC-
Konzentrationen, welche nach einer vergleichbaren oralen A9-THC-Dosis zu erwarten
waren. Damit scheint die orale Bioverfugbarkeit von A9-THCA-A vergleichsweise hoch
zu sein. Ein weiterer bedeutender Unterschied liegt im Konzentrations-Zeit-Verlauf von
A9-THCA-A und A9-THC. Wahrend die A9-THCA-A-Konzentration nach Erreichen des
Maximums innerhalb weniger Stunden stark absinkt, ist fur A9-THC eine deutlich
langsamere Konzentrationsabnahme beschrieben. Daruber hinaus haben die
LC-MS/MS-Messungen gezeigt, dass fur die A9-THCA-A-Metabolite wesentlich
geringere Intensitaten erzielt werden als fur A9-THCA-A. Aufgrund ihrer zusatzlichen
funktionellen Gruppen sollten die A9-THCA-A-Metabolite jedoch bessere lonisierungs-
eigenschaften besitzen als A9-THCA-A und damit bei gleicher Konzentration hohere
Intensitaten ergeben. Deshalb ist anzunehmen, dass nach oraler Aufnahme von
A9-THCA-A deutlich weniger oxidative Metabolite gebildet werden als nach oraler

Aufnahme von A9-THC, wo ein ausgepragter First-Pass-Effekt beschrieben ist.

3.5.2 Eliminationsprofile von A9-THCA-A und ihren Metaboliten im Urin

Zur Quantifizierung von A9-THCA-A wurde der Urin wie unter 2.4.5.1.2 beschrieben
nach enzymatischer Konjugatspaltung mittels SPE aufgearbeitet und A9-THCA-A mit
der unter 2.3.4 aufgefuhrten GC-EI-MS-Methode quantifiziert.

Aufgrund der sehr hohen A9-THCA-A-Konzentrationen in Serum und Plasma wurden
fir die Quantifizierung von A9-THCA-A zunachst lediglich 0,1 ml Urin eingesetzt. Die
maximale Urinkonzentration von 495 ng/ml wurde nach 295 min (4,92 h) erreicht. Im
Vergleich zu Serum und Plasma trat die maximale Urinkonzentration mit einer
Verzdgerung von etwa zwei Stunden auf. Wie bereits in Serum und Plasma beobachtet,
erfolgte nach Erreichen des Maximums eine stetige Abnahme der A9-THCA-A-
Konzentration, wobei auch im Urin nach ungefahr zehn Stunden eine deutliche

Verlangsamung der Elimination eintrat (Abb. 3.33).
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Abb. 3.33 A9-THCA-A-Konzentration im Urin nach oraler Aufnahme von 50mg A9-THCA-A
(Probenvolumen: 0,1 ml).

Bei Einsatz von 0,1 ml Urin konnte A9-THCA-A nach 26,5 Stunden nur noch in geringer
Konzentration nachgewiesen werden. Damit scheint die Elimination nach 26,5 Stunden
weitgehend abgeschlossen zu sein. Um zu bestimmen, wie lange A9-THCA-A nach
oraler Aufnahme von 50 mg im Urin nachgewiesen werden kann, wurde die

Quantifizierung mit einem Probenvolumen von 1 ml Urin wiederholt (Abb. 3.34).
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Abb. 3.34 A9-THCA-A-Konzentration im Urin nach oraler Aufnahme von 50mg A9-THCA-A
(Probenvolumen: 1 ml). Bei den in Grau dargestellten Punkten handelt es sich um
semiquantitative Werte.
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Die Elimination von A9-THCA-A war etwa 22 Stunden nach oraler Aufnahme
weitgehend abgeschlossen. Zwar konnte A9-THCA-A noch bis 50 Stunden
nachgewiesen werden, allerdings lagen die dabei ermittelten Konzentrationen im
Bereich von 0,51 bis 1,66 % der maximalen Urinkonzentration. Nach mehr als
50 Stunden konnte keine A9-THCA-A mehr nachgewiesen werden.

Zur Bestimmung der A9-THCA-A-Metabolite wurden der Urin wie unter 2.4.5.2
beschrieben durch eine Proteinfallung aufgearbeitet und die A9-THCA-A-Metabolite mit
der unter 2.3.3.2.1 aufgefuhrten LC-ESI-MS-Methode identifiziert.

Im Urin konnte fir folgende A9-THCA-A-Metabolite ein Eliminationsprofil erstellt werden
(Abb. 3.35 und Abb. 3.36): A9-THCA-A-Glucuronid, 11-OH-A9-THCA-A,
11-OH-A9-THCA-A-Glucuronid, 8a-OH-A9-THCA-A, 8a-OH-A9-THCA-A-Glucuronid,
8B-OH-A9-THCA-A, 8B-OH-A9-THCA-A-Glucuronid, A9-THCA-A-8-on,
A9-THCA-A-8-on-Glucuronid, 8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid, 88,11-Bis-OH-
A9-THCA-A-Glucuronid, A9-THCA-A-COOH, A9-THCA-A-COOH-Glucuronid,
9,10-Bis-OH-HHCA-A-Glucuronid, 8-OH-A9-THCA-A-COOH-Glucuronid und
4’-OH-A9-THCA-A-COOH-Glucuronid. Die unkonjugierten Metabolite
9,10-Bis-OH-HHCA-A, 8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A, 806,11-Bis-OH-A9-THCA-A
8-OH-A9-THCA-A-COOH und 4’-OH-A9-THCA-A-COOH wurden lediglich in wenigen
Urinen (< drei Urinproben) nachgewiesen. Deshalb konnte fur diese Metabolite kein
Eliminationsprofil erstellt werden.

Wie bereits erwahnt, war eine Quantifizierung der A9-THCA-A-Metabolite nicht mdglich,
so dass zur Erstellung der Eliminationsprofile wiederum auf das Intensitatsverhaltnis der
A9-THCA-A-Metabolite zu A9-THC-COOH-D3 zurtckgegriffen wurde. Nach oraler
Aufnahme von 50 mg A9-THCA-A wurden die maximalen Intensitaten der A9-THCA-A-
Metabolite nach 375 min (6,25 h) erreicht. Mit Ausnahme von 8B-OH-A9-THCA-A,
A9-THCA-A-8-on, A9-THCA-A-8-on-Glucuronid, 8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid
und 88,11-Bis-OH-A9-THCA-A-Glucuronid wurden alle weiteren Metabolite bereits in
der ersten Urinprobe nach 100 min (1,67 h) detektiert. Innerhalb von etwa drei Stunden
wurde anschlieBend das Intensitatsmaximum erreicht. Damit war im Vergleich zu
A9-THCA-A eine Verzogerung von 80 min (1,33 h) zu verzeichnen.

Mit Ausnahme von A9-THCA-A-COOH-Glucuronid wurden alle weiteren Glucuronide
innerhalb von 24 Stunden weitgehend eliminiert. Lediglich 11-OH-A9-THCA-A-
Glucuronid, 8a-OH-A9-THCA-A-Glucuronid, 8B-OH-A9-THCA-A-Glucuronid,
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A9-THCA-A-8-on-Glucuronid und 8-OH-A9-THCA-A-COOH-Glucuronid konnten in

Spuren bis 50 Stunden nach oraler Aufnahme nachgewiesen werden.
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Abb. 3.35 A9-THCA-A-Metabolite im Urin: Eliminationsprofile der Glucuronide nach oraler Aufnahme von
50 mg A9-THCA-A.
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Abb. 3.36 A9-THCA-A-Metabolite im Urin: Eliminationsprofile der Aglyka nach oraler Aufnahme von
50 mg A9-THCA-A.

Auch die Elimination der Aglyka 11-OH-A9-THCA-A, 8a-OH-A9-THCA-A,
83-OH-A9-THCA-A, A9-THCA-A-8-on und A9-THCA-A-COOH war nach etwas mehr als
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24 Stunden weitgehend abgeschlossen. Im Zeitfenster von 24 bis 50 Stunden nach
oraler Aufnahme wurden lediglich noch Spuren dieser Metabolite nachgewiesen.
Vergleicht man wiederum die Eliminationsprofile von A9-THCA-A und ihren Metaboliten
mit denen von A9-THC und dessen Metaboliten ergibt sich ein ahnliches Bild wie im
Serum: Wahrend nach oraler Aufnahme von 50mg A9-THC im Urin kaum
unkonjugiertes A9-THC zu erwarten ist, ergibt sich jedoch nach oraler Aufnahme von
50 mg A9-THCA-A eine relativ hohe A9-THCA-A-Konzentration im Urin. AufRerdem
nehmen sowohl die Konzentration von A9-THCA-A als auch die Intensitaten der
A9-THCA-A-Metabolite innerhalb von 24 Stunden deutlich ab. Daruber hinaus wurden
die Intensitaten von A9-THCA-A und mit denen ihrer Metabolite verglichen, wobei sich
aufgrund der zu erwartenden, besseren lonisierungseigenschaften der Metabolite bei
gleicher Konzentration hohere Intensitaten ergeben sollten. Da die Intensitaten jedoch
vergleichbar waren, ist anzunehmen, dass nach oraler Aufnahme von A9-THCA-A
deutlich weniger oxidative Metabolite gebildet werden als nach oraler Aufnahme von
A9-THC, welches aufgrund eines ausgepragten First-Pass-Effektes fast ausschliellich
als A9-THC-COOH im Urin ausgeschieden wird.

Bereits die Aufnahme relativ geringer Mengen A9-THCA-A fuhrt zu verhaltnismalig
hohen Serum- und Plasmakonzentrationen, welche innerhalb eines kurzen Intervalls
deutlich absinken. Da A9-THCA-A hydrophiler ist als A9-THC, sollte die Plasma-Protein-
Bindung von A9-THCA-A geringer sein als die von A9-THC. Zusammen mit der hohen
Plasmakonzentration lasst dies - verglichen mit A9-THC - auf ein kleineres Vp und damit
weniger ausgepragte Anreicherung im Fettgewebe schlielen. Aullerdem scheint
A9-THCA-A keinem ausgepragten First-Pass-Effekt zu unterliegen. Damit ist die orale
Bioverfugbarkeit von A9-THCA-A offensichtlich deutlich héher als die von A9-THC, da
diese neben der Geschwindigkeit und dem Prozentsatz der Wirkstoff-Freisetzung und
der Wirkstoff-Resorption v.a. durch den First-Pass-Effekt beeinflusst wird.

Die fir A9-THCA-A und ihre Metabolite ermittelten Eliminationsprofile legen die
Vermutung nahe, dass A9-THCA-A im Vergleich zu A9-THC nicht in demselben
Ausmaly umverteilt und deshalb deutlich schneller eliminiert wird. Sollten im Serum
relevante A9-THCA-A-Konzentrationen tatsachlich nur innerhalb eines kurzen
Zeitfensters nach einem Konsum von Cannabis nachgewiesen werden konnen, liegen
ideale Voraussetzungen flr einen Cannabis-Konsum-Marker vor, welcher einen kurz

zuruckliegenden Konsum anzeigt.
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Aufgrund der Annahmen zum Ausmall des First-Pass-Metabolismus, zur
Bioverfugbarkeit und zur Anreicherung im Fettgewebe sollten sich fur oralen und
inhalativen Cannabis-Konsum unterschiedliche Verhaltnisse von A9-THCA-A zu
A9-THC ergeben, da fur A9-THC nach oraler Aufnahme ein ausgepragter First-Pass-
Effekt beschrieben ist, wahrend dieser im Lungengewebe deutlich geringer ausgepragt
ist. Nach oraler Aufnahme ware dann ein hoherer Wert fUr das Verhaltnis von
A9-THCA-A zu A9-THC zu erwarten als nach Inhalation. Anhand des Verhaltnisses von
A9-THCA-A zu A9-THC konnten damit beide Konsumarten sicher unterschieden
werden. Dies ist bislang nicht mdglich, obwohl beobachtet wurde, dass das Verhaltnis
von 11-OH-A9-THC zu A9-THC nach oraler Aufnahme tendenziell gréfRer ist als nach
inhalativer *41. Fiir die forensische Begutachtung ware eine sichere Unterscheidung der
beiden Konsumarten jedoch von groRem Interesse, da sich Pharmakokinetik und
-dynamik von A9-THC nach oraler und inhalativer Aufnahme deutlich von einander

unterscheiden.

3.5.3 Eliminationsprofile von A9-THCA-A und ihren Metaboliten im Speichel

Zur Quantifizierung von A9-THCA-A wurde der Speichel wie unter 2.4.5.1.3
beschrieben mittels SPE aufgearbeitet und A9-THCA-A mit der unter 2.3.4 aufgeflhrten
GC-EI-MS-Methode quantifiziert.

Nach oraler Aufnahme wurden lediglich in den nach 335 min (5,58 h) und 460 min
(7,67 h) gewonnenen Speichelproben Spuren von A9-THCA-A nachgewiesen. In allen
anderen Speichelproben konnte keine A9-THCA-A identifiziert werden.

Moore et. al konnten A9-THCA-A dagegen bis zu acht Stunden nach dem Rauchen von
Marihuana im Speichel nachweisen ', Der wesentliche Unterschied zwischen beiden
Studien besteht in der Art der A9-THCA-A-Aufnahme: Bei der hier vorgestellten Studie
wurde die Substanz in einer Hartgelatinekapsel verabreicht, wahrend bei der von Moore
et al. beschriebenen Untersuchung A9-THCA-A als Begleitstoff im Rauch von
Marihuana aufgenommen wurde. Die Verabreichung einer Hartgelatinekapsel
verhindert eine Kontamination der Mund- und Rachenschleimhaute mit AS-THCA-A, da
diese Applikationsform A9-THCA-A erst im Magen-Darm-Trakt freisetzt. Beim Rauchen
haben die Mund- und Rachenschleimhaute dagegen direkten Kontakt mit A9-THCA-A.
Aufgrund dieser Ergebnisse ist anzunehmen, dass die von Moore et al. beschriebenen
positiven A9-THCA-A-Befunde im Speichel auf eine Kontamination der Mund- und

Rachenschleimhaute mit A9-THCA-A wahrend des Rauchens von Marihuana
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zuruckzufihren sind. Diese Annahme wird auch dadurch gestitzt, dass die maximale
A9-THCA-A-Konzentration in der ersten, nach dem Konsum gewonnenen
Speichelprobe ermittelt wurde und anschlie3end ein rascher Abfall der A9-THCA-A-
Konzentration zu verzeichnen war.

Zur l|dentifizierung von A9-THCA-A-Metaboliten wurde der Speichel wie unter 2.4.5.2
beschrieben mittels Proteinfallung aufgearbeitet und die Extrakte mit der unter 2.3.3.2.1
aufgefliihrten LC-ESI-MS-Methode analysiert. Allerdings konnten keine A9-THCA-A-
Metabolite im Speichel nachgewiesen werden. Damit scheinen weder A9-THCA-A noch

deren Metabolite aus der Blutbahn in den Speichel Gberzutreten.
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Bislang wurde die Annahme vertreten, dass A9-THCA-A - sofern nicht bereits durch
Fermentationsprozesse oder Oxidation unter UV-Licht wahrend der Lagerung
geschehen — spatestens durch die Hitzeinwirkung beim Rauchen oder Backen von
Cannabisprodukten unter CO»-Abspaltung vollstandig in das psychoaktiv wirksame
A9-THC umgewandelt wird. Obwohl A9-THCA-A bei Simulation des Rauchvorgangs
weitgehend in A9-THC Uberfuhrt wird, wurden relevante Mengen an A9-THCA-A in
Rauchkondensaten von Haschisch und Marihuana nachgewiesen. Daraus lasst sich die
Hypothese ableiten, dass neben A9-THC auch ein gewisser Anteil der unverandert im
Rauch enthaltenen A9-THCA-A inhalativ resorbiert wird.

Nach gezielter Suche mittels LC-MS/MS gelang daraufhin erstmals der Nachweis von
A9-THCA-A in Serum und Urin von Cannabis-Konsumenten. Im Serum ergab sich die
hochste A9-THCA-A-Konzentration bei gleichzeitig hoher A9-THC-Konzentration, was
einen kurzen zeitlichen Abstand zwischen dem letztem Cannabis-Konsum und der
Blutentnahme vermuten lasst. Im Urin war der Nachweis von A9-THCA-A lediglich in
Fallen mit sehr hohen A9-THC-COOH-Konzentrationen madglich. Dies ist wahrscheinlich
darauf zurtckzufihren, dass A9-THCA-A nicht unverandert im Urin ausgeschieden
wird, sondern in-vivo einer metabolischen Veranderung unterliegt und im Urin
uberwiegend in Form oxidativer Metabolite oder Glucuronide vorliegt. Bei einer deutlich
kirzeren Eliminationshalbwertszeit von A9-THCA-A bzw. von A9-THCA-A-Metaboliten
verglichen mit A9-THC und dessen Metaboliten, wirde deren Nachweis auf einen kurz
zurtickliegenden Cannabis-Konsum hindeuten.

Nach der Erweiterung des Labor-internen Standardverfahrens zur Bestimmung von
Cannabinoiden in Serum und Urin mittels GC-MS ermdglicht dieses die gleichzeitige
Bestimmung von A9-THCA-A sowie von A9-THC und dessen Metaboliten
11-OH-A9-THC und A9-THC-COOH und damit die Erfassung von A9-THCA-A in der
Routineanalytik von Proben aus Fallen zu Fahren unter dem Einfluss von Drogen. Die
Ergebnisse von 200 untersuchten Serumproben zeigen, dass in mehr als 80 % der
bestatigten Cannabis-Falle ebenfalls der Nachweis von A9-THCA-A gelang. In keinem
der untersuchten Falle wurde bei negativem Cannabis-Befund die Vorlaufersubstanz

von A9-THC nachgewiesen. Damit stellt A9-THCA-A einen potentiellen Cannabis-
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Konsum-Marker dar, wobei flr weitergehende Untersuchungen niedrigere Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen anzustreben sind. Eine Interpretation der A9-THCA-A-
Konzentrationen und damit Nutzung von A9-THCA-A als Cannabis-Konsum-Marker
setzt jedoch Untersuchungen zum Metabolismus und zur Eliminationskinetik von
A9-THCA-A voraus.

Im Vergleich zum Labor-internen Standardverfahren zur Bestimmung von
Cannabinoiden in Serum und Urin mittels GC-MS erlaubt die Verwendung der
beschriebenen GC-MS/MS-Methode eine deutliche Verkurzung der
gaschromatographischen Trennmethode, so dass eine Gesamtmesszeit von weniger
als 10 min bei gleich bleibend guten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen erzielt wurde.
Aufgrund einer sehr effektiven SPE sowie eines optimierten GC-Temperaturprogramms
konnte gegenuber der GC-MS-Bestimmung keine Empfindlichkeitssteigerung erreicht
werden. Die geringe Prazision der GC-MS/MS-Methode ist vermutlich auf einen erst
nachtraglich identifizierten Geratefehler in der Steuerung der Quadrupole

zurluckzufiihren.

Das beschriebene Isolierungsverfahren stellt eine einfache und kostengunstige
Methode zur Gewinnung von A9-THCA-A aus Marihuana dar. Die Trennung des
Rohextraktes mittels klassischer Saulenchromatographie gefolgt von einer weiteren
Aufreinigung durch eine semipraparative HPLC erwiesen sich als gut geeignet fur die
Extraktion grofier Mengen A9-THCA-A, wie sie fur Studien zum Metabolismus sowie zur
Eliminationskinetik dieses potentiellen neuen Cannabis-Konsum-Markers erforderlich

sind.

Im Rattenurin  wurden insgesamt zwdlf A9-THCA-A-Metabolite identifiziert.
Hydroxylierung von A9-THCA-A in Position 11 zu 11-OH-A9-THCA-A gefolgt von einer
Oxidation zu A9-THCA-A-COOH sind die vorherrschenden Funktionalisierungs-
reaktionen im Phase |-Metabolismus. Daruber hinaus erfolgen Monohydroxylierungen in
Position 8 zu 8a-OH-A9-THCA-A und 8B-OH-A9-THCA-A, gefolgt von einer
Dehydrierung zu A9-THCA-A-8-on. Diese Metabolite werden in Position 11 zu
8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A und 8(,11-Bis-OH-A9-THCA-A weiter oxidiert. Alle
Phase |-Metabolite werden auch in glucuronidierter Form ausgeschieden. Damit werden
die A9-THCA-A-Metabolite in enger Ubereinstimmung zum Metabolismus von A9-THC

gebildet. Weder A9-THC noch dessen Metabolite wurden im Rattenurin nachgewiesen,
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so dass eine Enzymaktivitat, die zur in-vivo-Decarboxylierung von A9-THCA-A und/oder
ihren Hauptmetaboliten fuhrt, im Rattenorganismus nicht in relevantem Ausmal}
vorhanden zu sein scheint.

Die Untersuchungen zum humanen Metabolismus von A9-THCA-A zeigen, dass der
qualitative Metabolismus bei Ratte und Mensch im Wesentlichen identisch ist.
Hydroxylierung in Position 11 zu 11-OH-A9-THCA-A und nachfolgende Oxidation zu
A9-THCA-A-COOH dominieren wiederum den Phase |-Metabolismus. DarlUber hinaus
entstehen durch eine Monohydroxylierung von A9-THCA-A-COOH in Position 8 bzw. in
Position 4’ der Seitenkette 8-OH-A9-THCA-A-COOH bzw. 4’-OH-A9-THCA-A-COOH
sowie durch eine Epoxidierung der olefinischen Doppelbindung von A9-THCA-A
Epoxy-HHCA-A, welches aufgrund seiner Instabilitat umgehend zu
9,10-Bis-OH-HHCA-A hydrolysiert wird, weitere, im Rattenurin nicht oder nur in Spuren
vorhandene A9-THCA-A-Metabolite.

Bei der Untersuchung des in-vitro-Metabolismus von A9-THCA-A mit
Rattenlebermikrosomen konnten neben nicht umgesetzter  A9-THCA-A
11-OH-A9-THCA-A, A9-THCA-A-8-on und 9,10-Bis-OH-HHCA-A identifiziert werden.
Zusatzlich wurden mehrere bishydroxylierte A9-THCA-A-Metabolite detektiert. Daraus
lasst sich ableiten, dass die entsprechenden Funktionalisierungsreaktionen vermutlich

in Analogie zu A9-THC durch mikrosomale CYP-Isoenzyme katalysiert werden.

Wahrend der qualitative Metabolismus von A9-THCA-A in enger Ubereinstimmung zum
Metabolismus von A9-THC erfolgt, unterscheiden sich die Konzentrations-Zeit-Profile
von A9-THCA-A und A9-THC. Als Hauptgrinde fur die unerwartet hohen A9-THCA-A-
Konzentrationen im Serum wird vermutet, dass im Vergleich zu A9-THC fir A9-THCA-A
die orale Bioverfugbarkeit deutlich hoher ist, der First-Pass-Metabolismus schwacher
ausgepragt ist und die Umverteilung in das Fettgewebe in deutlich geringerem Ausmalf
stattfindet. Eine Anreichung im Fettgewebe nach regelmaligem Cannabis-Konsum
durfte daher bei A9-THCA-A in geringerem Ausmal stattfinden als bei A9-THC. Sollten
sich diese Ergebnisse in weiterfihrenden Studien bestatigen, konnte anhand des
Konzentrationsverhaltnisses von A9-THC zu A9-THCA-A eine orale Aufnahme sicher
von einer inhalativen unterschieden werden. Der Ausschluss einer oralen Aufnahme ist
in der forensischen Begutachtung von gro3em Interesse, da sich die Pharmakokinetik

und -dynamik nach oraler erheblich von der nach inhalativer Aufnahme unterscheiden.
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Die fur die A9-THCA-A-Metabolite erhaltenen Eliminationsprofile stitzen die
Vermutung, dass A9-THCA-A nicht in demselben Ausmald umverteilt wie A9-THC und
deshalb deutlich schneller eliminiert wird. Sollten im Serum relevante A9-THCA-A-
Konzentrationen tatsachlich nur innerhalb eines kurzen Zeitfensters nach einem
Konsum von Cannabis nachgewiesen werden kdnnen, liegen ideale Voraussetzungen
fur einen Cannabis-Konsum-Marker vor. Fir dessen weitergehende Evaluierung ist
jedoch die vollstandige Aufklarung des Metabolismus und der Eliminationskinetik in
umfangreichen Probandenstudien unter BerlUcksichtigung pharmakogenetischer
Aspekte erforderlich. In Abhangigkeit von Metabolismus und Eliminationskinetik kdnnte
der Nachweis von A9-THCA-A und/oder A9-THCA-A-Metaboliten neben den bisher
Ublichen Cannabis-Konsum-Markern beispielsweise eine verbesserte Abschatzung des
letzten Konsumzeitpunkts zulassen. Daruber hinaus koénnten mdglicherweise
Ruckschlusse auf die Konsumfrequenz, die Applikationsart und/oder die Beschaffenheit
des konsumierten Materials gezogen werden. Die in der Praxis bisher flr diese
Fragestellungen verwendeten Ansatze und Berechnungsmodelle ermdglichen dies nicht

mit der erwiinschten Scharfe und Sicherheit.
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In der vorliegenden Arbeit wurde mit A9-THCA-A ein neuer, potentieller Cannabis-
Konsum-Marker etabliert, welcher die in der forensischen Praxis bislang zur
Anwendung kommenden Ansatze und Berechnungsmodelle zur Abschatzung des
Zeitpunkts des letzten Cannabis-Konsums, zur Beurteilung einer akuten Cannabis-
Wirkung sowie zur Einschatzung des Konsumverhaltens sinnvoll erweitern kann.

Im Rahmen der Untersuchung von Cannabis-Rauchkondensaten auf quantitativ
relevante Cannabinoide und Cannabinoid-Abbauprodukte, welche neben dem
psychoaktiven Hauptwirkstoff AS-THC fur eine Absorption in der Lunge zur Verfugung
stehen, kristallisierte sich A9-THCA-A als Zielsubstanz heraus. A9-THCA-A ist die nicht
psychoaktiv wirksame, biogenetische Vorlaufersubstanz von A9-THC und
Hauptbestandteil der Cannabinoid-Fraktion in frischem Pflanzenmaterial. Entgegen der
bislang vertretenen Annahme, dass A9-THCA-A - sofern nicht bereits durch
Fermentationsprozesse oder Oxidation unter UV-Licht wahrend der Lagerung
geschehen — spatestens beim Rauchen oder Backen von Cannabisprodukten durch
eine thermisch induzierte Decarboxylierung vollstandig in A9-THC umgewandelt wird,
wurden relevante Mengen an A9-THCA-A in Rauchkondensaten von Haschisch und
Marihuana nachgewiesen.

Da anzunehmen war, dass ein gewisser Anteil der unverandert im Rauch enthaltenen
A9-THCA-A inhalativ absorbiert wird, wurden Serum- und Urinproben von Cannabis-
Konsumenten auf den potentiellen Cannabis-Konsum-Marker A9-THCA-A untersucht.
Dazu wurde zunachst eine LC-ESI-MRM-Methode entwickelt, da sich die ESI
besonders fur die Analyse thermolabiler Verbindungen wie A9-THCA-A eignet.
Daraufhin gelang erstmals der Nachweis von A9-THCA-A in Serum und Urin von
Cannabis-Konsumenten. Die hdchste A9-THCA-A-Konzentration war im Serum bei
einer hohen A9-THC-Konzentration zu verzeichnen, was auf einen kurzen Zeitabstand
zwischen letztem Cannabis-Konsum und Blutentnahme hindeutet. Im Urin gelang der
Nachweis dagegen nur bei sehr hohen A9-THC-COOH-Konzentrationen.

Daraufhin wurde das Labor-interne Standardverfahren zur Bestimmung von
Cannabinoiden in Serum und Urin mittels GC-MS so erweitert, dass dieses die
gleichzeitige Bestimmung von A9-THCA-A sowie von A9-THC und dessen Metaboliten
11-OH-A9-THC und A9-THC-COOH und damit die Erfassung von A9-THCA-A in der
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Routineanalytik von Proben aus Fallen zu Fahren unter dem Einfluss von Drogen
ermoglicht. Mit der so angepassten GC-MS-Methode wurden 200 Serumproben aus
Stralienverkehrsfallen untersucht, deren Ergebnisse zeigen, dass in mehr als 80 % der
bestatigten Cannabis-Falle ebenfalls A9-THCA-A nachgewiesen werden kann. In
keinem der untersuchten Falle wurde dagegen bei negativem Cannabis-Befund die
Vorlaufersubstanz von A9-THC detektiert.

Da seit Mitte 2007 eine Aufristung des zuvor eingesetzten GC-MS zum GC-MS/MS zur
Verfligung stand, wurde dessen Anwendbarkeit fir die Quantifizierung von
Cannabinoiden und dessen Potential zur Empfindlichkeitssteigerung v.a. hinsichtlich der
Bestimmung von A9-THCA-A untersucht. Dazu wurden zunachst GC-MS/MS-Spektren
aller relevanten Cannabinoide aufgenommen und daraus eine GC-EI-MRM-Methode
entwickelt, welche anschlieend optimiert wurde. Im Vergleich zur GC-MS-Methode
erlaubt diese eine deutliche Verkirzung der gaschromatographischen Trennmethode,
so dass eine Gesamtmesszeit von weniger als 10 min bei gleich bleibend guten
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen erzielt werden konnte. Aufgrund einer sehr
effektiven SPE sowie eines optimierten GC-Temperaturprogramms konnte gegenuber
der GC-MS-Bestimmung jedoch keine Empfindlichkeitssteigerung erreicht werden.
Grundlegend flr eine Interpretation von A9-THCA-A-Konzentrationen sind
Untersuchungen zum Metabolismus und zur Eliminationskinetik von A9-THCA-A
erforderlich, so dass grofiere Mengen an A9-THCA-A bendtigt werden. Zwar sind in der
Literatur verschiedene Methoden zur Isolierung von A9-THCA-A aus Pflanzenmaterial
beschrieben, allerdings werden dabei entweder relativ kostenintensive Materialien oder
toxische Ldsungsmittel eingesetzt. Deshalb wurde ein einfaches, kostenginstiges
Verfahren zur Isolierung von A9-THCA-A aus Marihuana entwickelt, welches ohne den
Einsatz gesundheitsschadlicher Losungsmittel auskommt. Die Trennung eines durch
Kaltauszug mit Ethanol gewonnenen  Rohextraktes  mittels  klassischer
Saulenchromatographie unter Verwendung von Kieselgel als stationarer Phase und
einem Cyclohexan-Essigsaureethylester-Gemisch als Laufmittel ermdglichen die
Extraktion groflerer Mengen A9-THCA-A aus Marihuana. Bereits die durch diesen
Aufreinigungsschritt erhaltene A9-THCA-A weist mit durchschnittlich > 90 % eine hohe
Reinheit auf. Das noch in Spuren verbliebene A9-THC (< 0,4 %) wurde anschliel3end
mittels semipraparativer HPLC-DAD abgetrennt und die A9-THC-freie A9-THCA-A mit

TBME wieder aus dem Laufmittelgemisch extrahiert.
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Da eine Interpretation von A9-THCA-A-Konzentrationen und damit der Nutzung von
A9-THCA-A als Cannabis-Konsum-Marker Untersuchungen zum Metabolismus und zur
Eliminationskinetik von A9-THCA-A voraussetzt, wurden Pilotstudien zum Metabolismus
von A9-THCA-A durchgefuhrt. Zunachst erfolgt eine Studie am Rattenmodell zur
Strukturaufklarung von A9-THCA-A-Metaboliten und insbesondere zur Uberpriifung, ob
eine metabolische Umwandlung von A9-THCA-A zu A9-THC erfolgt. Unter Verwendung
von LC-ESI-MS/MS wurden im Rattenurin insgesamt zwolf A9-THCA-A-Metabolite
identifiziert, welche in enger Ubereinstimmung zum Metabolismus von A9-THC gebildet
werden: Hydroxylierung in Position 11 zu 11-OH-A9-THCA-A und anschliel3ende
Oxidation zu A9-THCA-A-COOH dominieren den Phase I-Metabolismus. Daneben
erfolgen  Monohydroxylierungen in  Positon 8 zu 8a-OH-A9-THCA-A und
8B-OH-A9-THCA-A, gefolgt von einer Dehydrierung zu A9-THCA-A-8-on. Diese
Metabolite werden dartber hinaus in Position 11 zu 8a,11-Bis-OH-A9-THCA-A und
806,11-Bis-OH-A9-THCA-A weiter oxidiert. Die Glucuronidierung dieser Metabolite stellt
die Hauptkonjugationsreaktion im Phase IlI-Metabolismus dar. Es ergaben sich keine
Hinweise auf metabolische Umwandlung von A9-THCA-A zu A9-THC.

In einem zweiten Abschnitt wurde der humane Metabolismus untersucht. Der Vergleich
der Metabolitenmuster bei Ratte und Mensch zeigt, dass der qualitative Metabolismus
im Wesentlichen identisch ist. Zusatzlich wurden die durch eine Monohydroxylierung
von A9-THCA-A-COOH in Position 8 bzw. in Position 4’ der Seitenkette entstehenden
8-OH-A9-THCA-A-COOH und 4’-OH-A9-THCA-A-COOH sowie das durch eine
Epoxidierung der olefinischen Doppelbindung von A9-THCA-A entstehende
Epoxy-HHCA-A identifiziert, welches aufgrund seiner Instabilitat umgehend zu
9,10-Bis-OH-HHCA-A hydrolysiert wird.

Durch Untersuchungen mit Rattenlebermikrosomen konnten gezeigt werden, dass die
entsprechenden Funktionalisierungsreaktionen durch mikrosomale CYP-Isoenzyme
katalysiert werden.

Nachfolgend wurde das Eliminationsverhalten des potentiellen Cannabis-Konsum-
Markers A9-THCA-A und dessen Metaboliten nach oraler Aufnahme von A9-THCA-A
untersucht, wobei auffallende Unterschiede in Konzentrations-Zeit-Profile von
A9-THCA-A und A9-THC beobachtet wurden. Aus den Ergebnissen wurde abgeleitet,
dass fur A9-THCA-A die orale Bioverfligbarkeit deutlich hoher ist, der First-Pass-
Metabolismus schwacher ausgepragt ist und die Umverteilung in das Fettgewebe in

deutlich geringerem Ausmall stattfindet. Diese Annahme wird auch von den
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Konzentrations-Zeit-Profilen der A9-THCA-A-Metabolite gestitzt. Sollte sich in
weiterflhrenden Studien bestatigen, dass im Serum relevante A9-THCA-A-
Konzentrationen tatsachlich nur innerhalb eines kurzen Zeitfensters nach einem
Konsum von Cannabis nachgewiesen werden kénnen, liegen ideale Voraussetzungen
fur einen Cannabis-Konsum-Marker vor, der die in der forensischen Praxis bislang zur
Anwendung kommenden Ansatze und Berechnungsmodelle zur Abschatzung des
Zeitpunkts des letzten Cannabis-Konsums, zur Beurteilung einer akuten Cannabis-

Wirkung sowie zur Einschatzung des Konsumverhaltens sinnvoll erweitern kann.
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7.1 Strukturen der Inhaltsstoffe von Cannabis sativa L.

Nachfolgend sind die Strukturen der nicht-cannabinoiden Inhaltsstoffe von Cannabis
sativa L. dargestellt. Die Strukturen der verschiedenen Cannabinoid-Typen wurden

bereits in Kapitel 1.1.2 aufgefuhrt.

7.1.1 Terpene
7.1.1.1 Monoterpene

CH, CH, CH,

H,C CH,

| | CH; ¢
CH, CH, HyC CHy
| | N z

H,c” SCH;  H, €~ “CH;  H,CZ “CH,

a-Pinen B-Pinen
Ocimen Myrcen Limonen
7.1.1.2 Sesquiterpene
CH, CH, o
T4 4
H,;C AN H,C H.C
CH, CH, 2 CH,
CH, CH, CH,

a-Caryophyllen B-Caryophylien Caryophyllenepoxid
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7.1.2 Nicht-terpenoide Verbindungen

CH, ICHz
z z CH,; 7 CH,
3 9
(o] (o) OH CH OH CH
H3C/ H3C/ 3 3
cis-Anethol trans-Anethol Eugenol iso-Eugenol

7.1.3 Nicht-cannabinoide Phenole

o}
° s, <
o -2
OH OH
o
H,C”

Cannabipren Cannabispiron Cannanithren-1

7.1.4 Stickstoffhaltige Verbindungen

7.1.4.1 Quartire Basen

(=:H3 Q HO—\_(I:Hs

HyC A +
3 OH N=CH,

NH, CHs

Trigonellin Isoleucin Cholin
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7.1.4.2 Amine
J JI
lil HO H,;C CH,
H
Piperidin Hordenin
7.1.4.3 Amid

U
NH OH

N-(p-Hydroxyphenylethyl)-p-hydroxy-(trans)-cinnamid

7.1.5 Alkaloide

0~ "CsHy,

Cannabissativin Anhydrocannabissativin
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7.1.6 Flavonoide

Isovitexin
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7.2 Ergebnisse der 200 Serumproben aus StraBenverkehrsfallen

In der nachfolgenden Tabelle sind die Konzentrationen von A9-THCA-A, A9-THC,
11-OH-A9-THC und A9-THC-COOH der 200 Serumproben aus StraRenverkehrsfallen
zusammengefasst, welche mit der unter 3.2.2 beschriebenen GC-MS-Methode
analysiert wurden. Fir die GC-MS-Methode ergaben sich ein LOD von 0,6 ng/ml fur
A9-THCA-A, 0,2 ng/ml fir A9-THC, 0,1 ng/ml far 11-OH-A9-THC und 2,0 ng/ml fir
A9-THC-COOH sowie ein LOQ von 2,0 ng/ml fur AS-THCA-A, 0,2 ng/ml fur A9-THC,
0,3 ng/ml fir 11-OH-A9-THC und 5,7 ng/ml fur A9-THC-COOH.

Tab. 7 Serumkonzentrationen von A9-THCA-A, A9-THC, 11-OH-A9-THC und A9-THC-COOH
(n.n.: nicht nachgewiesen).

Probe A9-THCA-A A9-THC 11-OH-A9-THC A9-THC-COOH
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
T-2168-06 n.n. 0,8 0,4 15
T-2923-06 <LOQ 1,0 n.n. <LOQ
T-2927-06 <LOQ 0,7 n.n. 14
T-2955-06 <LOQ 4,3 n.n. <LOQ
T-2959-06 <LOQ 5,6 2,8 95
T-2960-06 <LOQ 7,2 3,0 96
T-2961-06 <LOQ 1,1 n.n. 8,9
T-2962-06 2,2 23 4,9 60
T-2970-06 <LOQ 47 1,2 53
T-2984-06 <LOQ 43 4.1 76
T-2985-06 <LOQ 4,8 2,6 91
T-2991-06 n.n. 0,8 n.n. 11
T-2994-06 4,8 20 10 163
T-2995-06 <LOQ 25 13 65
T-2996-06 n.n. n.n. n.n. n.n.
T-2997-06 <LOQ 1,1 0,9 24
T-2998-06 <LOQ 10 6,4 70
T-3000-06 n.n. 2,2 1,0 24
T-3004-06 2,2 18 7.4 50
T-3008-06 2,5 10 8,3 75
T-3014-06 <LOQ 9,8 6,2 55
T-3015-06 <LOQ 2,2 1,1 27
T-3018-06 n.n. 24 1,3 44

T-3020-06 <LOQ 3,7 1,3 54
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Probe A9-THCA-A A9-THC 11-OH-A9-THC A9-THC-COOH
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
T-3022-06 <LOQ 2,3 1,6 27
T-3023-06 <LOQ 2,4 1,0 27
T-3024-06 3,2 9,7 4,0 104
T-3038-06 <LOQ 0,6 0,5 15
T-3039-06 <LOQ 0,7 n.n. <LOQ
T-3040-06 <LOQ 0,5 n.n. 14
T-3041-06 <LOQ 0,4 0,3 9,1
T-3042-06 <LOQ 4.1 2,3 78
T-3043-06 n.n. n.n. n.n. 11
T-3045-06 4,2 28 10 234
T-3048-06 <LOQ 7,2 1,7 16
T-3049-06 <LOQ 4,0 2,1 31
T-3050-06 7,2 34 18 201
T-3053-06 <LOQ 11 4,4 34
T-3054-06 <LOQ 6,6 2,6 191
T-3055-06 <LOQ 25 1,2 18
T-3056-06 25 1,4 0,8 14
T-3057-06 <LOQ 11 57 190
T-3058-06 <LOQ 4,9 3,1 57
T-3059-06 <LOQ 8,2 2,9 58
T-3060-06 n.n. 0,8 n.n. <LOQ
T-3061-06 <LOQ 1,9 0,7 26
T-3062-06 <LOQ 6,9 2,9 83
T-3063-06 <LOQ 3,9 1,0 31
T-3064-06 <LOQ 1,8 1,3 66
T-3073-06 <LOQ 0,3 n.n. <LOQ
T-3074-06 <LOQ 1,6 1,5 34
T-3079-06 <LOQ 59 2,3 64
T-3080-06 <LOQ 1,8 1,0 39
T-3081-06 <LOQ 0,9 0,7 10
T-3082-06 <LOQ 2,9 1,9 41
T-3083-06 <LOQ 2,5 2,0 21
T-3084-06 <LOQ 3,9 2,1 89
T-3085-06 <LOQ 4,8 2,5 22
T-3087-06 n.n. n.n. n.n. n.n.
T-3093-06 n.n. 0,8 1,0 52

Tab. 7 (Fortsetzung).



178 7 ANHANG

Probe A9-THCA-A A9-THC 11-OH-A9-THC A9-THC-COOH
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
T-3094-06 n.n. 0,5 n.n. 8,0
T-3106-06 <LOQ 2,1 1,6 25
T-3110-06 9,8 19 9,2 135
T-3111-06 <LOQ 0,2 n.n. <LOQ
T-3112-06 <LOQ 2,6 0,6 23
T-3115-06 n.n. n.n. n.n. n.n.
T-3116-06 <LOQ 2,9 1,3 73
T-3117-06 <LOQ 6,9 3,5 73
T-3123-06 2,6 8,4 7,3 137
T-3128-06 6,4 50 23 335
T-3131-06 <LOQ 1,8 1,0 10
T-3132-06 <LOQ 9,7 8,0 106
T-3133-06 n.n. n.n. n.n. <LOQ
T-3134-06 <LOQ 1,6 1,1 26
T-3136-06 n.n. 53 39 172
T-3137-06 <LOQ 61 20 225
T-3151-06 n.n. 2,6 0,9 25
T-3162-06 n.n. 0,9 0,7 12
T-3163-06 <LOQ 30 16 174
T-3166-06 <LOQ 1,1 0,5 13
T-3168-06 n.n. 12 2,6 13
T-3169-06 <LOQ 10 3,1 132
T-3170-06 <LOQ 1,5 2,0 23
T-3179-06 4,0 54 26 262
T-3180-06 <LOQ 36 16 218
T-3188-06 <LOQ 4,9 0,9 37
T-3195-06 n.n. 0,6 n.n. <LOQ
T-3197-06 <LOQ 8,8 54 87
T-3198-06 <LOQ 8,9 3,3 52
T-3199-06 n.n. 0,7 n.n. 8,6
T-3200-06 <LOQ 4,6 2,2 24
T-3201-06 <LOQ 0,5 0,4 8,0
T-3206-06 n.n. 0,8 0,2 10
T-3209-06 <LOQ 2,0 0,7 19
T-3210-06 n.n. 0,7 <LOQ 40
T-3211-06 <LOQ 3,1 1,0 24

Tab. 7 (Fortsetzung).
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Probe A9-THCA-A A9-THC 11-OH-A9-THC A9-THC-COOH
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
T-3212-06 n.n. n.n. n.n. n.n.
T-3213-06 <LOQ 2,0 0,6 46
T-3214-06 <LOQ 3,1 1,5 48
T-3215-06 n.n. 0,4 n.n. 7.1
T-3216-06 <LOQ 1,6 0,8 44
T-3218-06 3,7 20 11 133
T-3220-06 <LOQ 52 1,1 n.n.
T-3221-06 n.n. 1,5 0,3 10
T-3222-06 <LOQ 15 5,8 100
T-3223-06 n.n. 4,5 1,9 34
T-3224-06 <LOQ 8,8 3,5 112
T-3232-06 <LOQ 0,3 n.n. n.n.
T-3235-06 n.n. n.n. n.n. 7,86
T-3236-06 <LOQ 5,3 4,6 48
T-3237-06 <LOQ 4,7 4,4 59
T-3238-06 n.n. 0,8 0,4 18
T-3239-06 <LOQ 14 6,9 117
T-3241-06 n.n. 0,8 0,5 12
T-3242-06 <LOQ 0,3 n.n. 7,5
T-3245-06 n.n. n.n. n.n. n.n.
T-3250-06 <LOQ 7,2 2,1 27
T-3251-06 n.n. 0,5 0,4 14
T-3252-06 2,2 3,8 1,5 20
T-3253-06 <LOQ 7,9 4,3 35
T-3254-06 <LOQ 1,0 0,5 17
T-3256-06 n.n. n.n. n.n. <LOQ
T-3260-06 5,1 7,8 3,9 41
T-3261-06 <LOQ 4,6 3,5 39
T-3262-06 2,0 8,6 2,1 88
T-3263-06 <LOQ 8,7 4,0 82
T-3267-06 <LOQ 7.4 3,9 86
T-3270-06 <LOQ 10 3,8 26
T-3278-06 <LOQ 0,3 n.n. 6,5
T-3284-06 n.n. n.n. n.n. n.n.
T-3293-06 <LOQ 8,2 3,9 46
T-3294-06 24 5,0 3,5 89

Tab. 7 (Fortsetzung).
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Probe A9-THCA-A A9-THC 11-OH-A9-THC A9-THC-COOH

[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
T-3297-06 <LOQ 8,1 5,0 87
T-3298-06 <LOQ 6,6 5,6 87
T-3300-06 <LOQ 3,3 2,2 30
T-3302-06 <LOQ 1,6 0,8 14
T-3305-06 n.n. 0,6 n.n. <LOQ
T-3306-06 n.n. n.n. n.n. <LOQ
T-3307-06 <LOQ 3,2 1,2 60
T-3316-06 <LOQ 12 4,5 86
T-3318-06 7,0 0,4 0,5 14
T-3319-06 <LOQ 1,9 1,3 18
T-3320-06 n.n. 22 0,4 41
T-3321-06 <LOQ 10 2,9 29
T-3322-06 <LOQ 3,6 3,6 62
T-3325-06 <LOQ 2,2 1,2 36
T-3328-06 <LOQ 0,5 n.n. 6,2
T-3329-06 <LOQ 8,1 5,6 81
T-3331-06 <LOQ 57 2,6 20
T-3339-06 <LOQ 4,0 2,0 23
T-3340-06 <LOQ 1,6 0,7 17
T-3341-06 n.n. 0,9 0,3 22
T-3351-06 n.n. n.n. n.n. n.n.
T-3352-06 4.1 23 10 88
T-3360-06 <LOQ 10 57 106
T-3361-06 n.n. 1,5 0,6 15
T-3363-06 <LOQ 1,1 0,6 10
T-3373-06 n.n. 2,2 2,5 16
T-3375-06 <LOQ 5,0 1,0 10
T-3382-06 <LOQ 10 7,1 95
T-3391-06 <LOQ 2,8 1,6 63
T-3397-06 <LOQ 7,3 6,8 40
T-3398-06 23 4,5 3,7 34
T-3402-06 2,0 49 29 102
T-3407-06 <LOQ 0,6 0,3 6,9
T-3408-06 6,1 11 4,9 132
T-3418-06 <LOQ 0,5 <LOQ 13
T-3419-06 <LOQ 1,3 0,7 20

Tab. 7 (Fortsetzung).
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Probe A9-THCA-A A9-THC 11-OH-A9-THC A9-THC-COOH
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
T-3421-06 33 56 24 300
T-3424-06 <LOQ 4,8 24 68
T-3432-06 n.n. 0,5 n.n. <LOQ
T-3433-06 69 6,2 1,6 25
T-3438-06 n.n. 0,5 <LOQ <LOQ
T-3439-06 <LOQ 0,4 <LOQ 10
T-3440-06 <LOQ 10 3,6 151
T-3442-06 n.n. n.n. n.n. <LOQ
T-3445-06 <LOQ 3,3 3,6 92
T-3447-06 n.n. n.n. n.n. 7,5
T-3449-06 <LOQ 23 0,6 44
T-3451-06 <LOQ 0,7 0,5 9,4
T-3452-06 <LOQ 0,6 <LOQ 13
T-0004-07 <LOQ 28 13 172
T-0005-07 <LOQ 6,3 4,0 64
T-0006-07 2,6 11 6,3 98
T-0007-07 6,9 21 7,3 145
T-0009-07 <LOQ 8,4 2,3 68
T-0014-07 <LOQ 32 16 150
T-0015-07 <LOQ 8,7 4,6 56
T-0016-07 n.n. n.n. n.n. <LOQ
T-0017-07 <LOQ 0,5 <LOQ 8,0
T-0018-07 2,3 5,9 1,8 46
T-0019-07 <LOQ 23 2,1 28
T-0020-07 n.n. 2,0 0,7 9,0
T-0021-07 n.n. 0,3 n.n. <LOQ
T-0022-07 22 3,0 0,9 20
T-0023-07 n.n. n.n. n.n. <LOQ
T-0024-07 n.n. 1,8 0,5 38
T-0030-07 2,6 1,7 2,1 27
T-0031-07 <LOQ 4,9 1,4 38
T-0041-07 2,3 13 8,7 136

Tab. 7 (Fortsetzung).
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