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1 Einleitung

1.1 Pharmakokinetik der Cannabinoide

A°-Tetrahydrocannabinol (THC), Cannabinol (CBN), Cannabidiol (CBD) und A°-Tetrahydro-
cannabinolsdure A (THCA-A) (Abb. 1) stellen die Hauptvertreter von etwa 70 bekannten,
natiirlich vorkommenden Cannabinoiden dar, die {iberwiegend in der weiblichen Hanfpflanze
der Art Cannabis sativa gebildet werden [1, 2]. Bei Hanf handelt es sich um ein ein- bis zwei-
jéhriges, zweihdusiges Kraut, das bis zu 5 m hoch werden kann und in zahlreichen Pflanzentei-
len wie Stangeln, Blittern, Bliiten sowie dem sich bildenden Harz Cannabinoide in unterschied-

lichen Konzentrationen enthilt [3—6].
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Abb. 1: Schematische Darstellung von Biosynthese, Aufnahmewegen, Metabolisierung und Ausscheidung
der untersuchten Cannabinoide sowie deren Einlagerung in die Haare bzw. dessen Kontamination (nach
Thieme et al. [12], modifiziert)



Aus den verschiedenen Pflanzenteilen lassen sich diverse Zubereitungen herstellen: Im allge-
meinen Sprachgebrauch sind Haschisch, das aus dem Harz oder aus gepressten Harzdriisen der
Pflanze gewonnen wird, und Marihuana, was aus getrockneten Pflanzenteilen — vorwiegend der
Triebspitzen und Bliiten — erzeugt werden kann, am bekanntesten [1-3]. Cannabis kann nach
dem Verhéltnis von THC zu CBD in bis zu drei verschiedene Chemotypen eingeteilt werden,
wobei Typ I durch ein THC/CBD-Verhéltnis > 1, Typ II durch ein ausgeglichenes Verhéltnis
von THC zu CBD (~ 1) und Typ II durch ein THC/CBD-Verhiltnis < 1 charakterisiert ist [1,
3]. Da THC die hochste psychoaktive Potenz besitzt [1, 2, 6-10], wird Typ I fiir die Drogener-
zeugung, Typ III vielmehr zur Fasergewinnung in der Textilindustrie genutzt [ 1]. Durchschnitt-
lich betrdgt der THC-Gehalt von handelsiiblichem Marihuana 0,5-0,7 %, der von Haschisch
liegt bei 5-20 %, kann bei sehr guter Qualitét aber auch deutlich dariiber liegen [10].

Héaufig werden Cannabinoide inhalativ liber das Rauchen einer Zigarette, welche neben Mari-
huana auch oftmals Tabak enthélt und u. a. als ,,Joint* bezeichnet wird, mit dem Hauptstrom
dem menschlichen Organismus zugefiihrt und erreichen nach Resorption in den Alveolen tiber
den Blutfluss die Zielorgane [4, 9]. Weiterhin kénnen Cannabinoide dem Organismus oral {iber
Gebick (wie Kekse oder Kuchen) zugefiihrt werden, wenn diese bspw. mit Haschisch-Ol ver-
setzt wurden. Bei oraler Zufuhr reduziert sich die Bioverfiigbarkeit des aufgenommen THC
erheblich, da ein ausgeprigter First-Pass-Metabolismus in der Leber stattfindet [4, 9], zudem
werden lediglich 5-20 % des zugefiihrten THC resorbiert [11]. Weitere Aufnahmewege (rektal,
sublingual, transdermal, {iber Augentropfen oder Aerosole) sind beschrieben, aber von unter-
geordneter Relevanz [9].

Die sich der Aufnahme anschlieBende polyphasische Verteilung kann grob in drei Phasen
eingeteilt werden: In der ersten Phase flutet THC rasch in Organen mit hoher Durchblutungsrate
(u. a. Herz, Leber, Niere, Zentralnervensystem) an [2, 4, 6, 9, 11]. Nachfolgend kommt es durch
Umverteilung des THC zu einer Depotbildung in Geweben mit geringerer Durchblutung, wobei
THC aufgrund der Lipophilie besonders im Fettgewebe und anderen fettreichen Kompartimen-
ten akkumuliert [4, 6, 11]. Das Verteilungsvolumen von THC betrdgt im ,,steady state* etwa
10 L/kg Korpergewicht [2, 5, 6, 9]. Ein Wert, der fiir lipophile Verbindungen typisch ist und
hinweisend fiir die Einlagerung in verschiedene Korperkompartimente sein kann [2]. Letztlich
wird THC langsam aus den Depots in die Blutbahn freigesetzt und abgebaut [11].

Im Verlauf der Elimination unterliegen die Cannabinoide einer komplexen hepatischen Meta-
bolisierung. Der fiir die forensische Analytik wichtigste Stoffwechselweg ist die mikrosomale
Hydroxylierung des THC am allylstdndigen Kohlenstoffatom durch Cytochrom-Psso-Enzyme
(CYP-Enzyme) — hauptsichlich CYP-2C9 - zu 11-Hydroxy-A’-tetrahydrocannabinol

2



(THC-OH). Letzteres wird anschlieBend ebenfalls durch CYP-Enzyme oder Alkoholdehydro-
genasen zu 11-Nor-9-carboxy-A’-tetrahydrocannabinol (THC-COOH) oxidiert [2, 11].
Wihrend THC-COOH in freier Form oder an Glucuronsidure gebunden renal ausgeschieden
wird [9], erfolgt die Elimination von THC-OH hauptsidchlich bilidr [12] (Abb. 1). Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der polyphasischen Elimination wird vor allem bei
regelmiBigen Konsumenten durch Riickdiffusion von THC aus den fettreichen Geweben in das
Blut in der Spétphase der Verteilung bestimmt. Dabei verldngert sich die Ausscheidungsphase
bei dauerhaften Konsumenten im Gegensatz zu sporadisch Konsumierenden aufgrund der

Kumulation von THC [6, 11, 13].

1.2 Inkorporation der Cannabinoide in das Haar

Substanzen, die vermehrt tiber den Blutfluss in die Haarmatrix eingelagert werden, weisen im
Allgemeinen eine hohe Lipo- und Basophilie auf, ferner spielen die Melaninaffinitdt der Sub-

stanz und der pH-Gradient (zwischen Blut und Haarmatrix) entscheidende Rollen [10, 14, 15].
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Abb. 2: Schematische Darstellung verschiedener Einlagerungs- und Eliminationswege von Drogen in das
menschliche Haar (nach Pragst et al. [15], modifiziert)



Uber den Blutfluss erfolgt keine relevante Einlagerung von THC in die Haare (aufgrund der
physikochemischen Eigenschaften); auch THC-COOH ist nur in sehr geringen Konzentrationen
detektierbar [10, 16]. Vielmehr wird eine externe Kontamination (iiber den Nebenstrom,

Schweil3, Talg, kontaminierte Hénde etc.) als wahrscheinlicher erachtet (Abb. 2) [16].

1.3 Pharmakodynamik der Cannabinoide

THC kann wenige Sekunden nach dem ersten Zug an einem Joint im Plasma nachgewiesen
werden; Wirkungen sind innerhalb weniger Minuten spiirbar [2, 9]. Diese beruhen auf Interak-
tionen mit den endogenen Cannabinoid-Rezeptoren (CB-Rezeptoren), von denen bisher zwei
(CB1- und CBz-Rezeptor) bekannt sind. Beide sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren, deren
physiologische Stimulierung u. a. {iber Derivate der Arachidonsdure wie Anandamid erfolgt
[4, 9, 17]. CBi-Rezeptoren werden im gesamten Korper exprimiert, ihre Dichte ist aber im
zentralen und peripheren Nervensystem (GroBhirnrinde, limbisches System, Basalganglien,
Kleinhirn und Hinterstrdnge des Riickenmarks) besonders hoch. Aber auch in anderen Organen,
wie endokrinen Driisen, Herz und Milz, ist dieser nachweisbar. CB2-Rezeptoren werden hinge-
gen vermehrt auf Zellen des Immunsystems gebildet und sind an der Regulation der Zytokin-
ausschiittung beteiligt [9, 17].

Wichtigster exogener Agonist fiir die CB1- und CB;-Rezeptoren ist THC, welches durch ther-
mische Decarboxylierung (bspw. durch Rauchen oder Backen im Ofen) aus THCA-A (psycho-
inaktiv) entsteht [1, 18]. CBD entsteht ebenso aus aciden Vorstufen durch thermische Decar-
boxylierung [1]. CBN ist ein Oxidationsprodukt des THC, welches sowohl in der Pflanze als
auch durch nicht-enzymatische Oxidation aus THC entsteht. Sowohl CBN als auch CBD — ein
Isomer des THC — haben keine psychotropen Wirkungen. Jedoch modifiziert CBD den Effekt
von THC [9, 19], obwohl es selbst nicht an die CB-Rezeptoren bindet [20]. Das Oxidationspro-
dukt THC-OH besitzt in etwa die gleiche psychoaktive Potenz wie THC; THC-COOH ist
psychoinaktiv [9, 11].

1.4 Einfliisse der Cannabinoid-Wirkungen auf die Fahrtiichtigkeit

Der Rauschverlauf nach Konsum cannabishaltiger Produkte kann in eine akute, subakute und
postakute Phase untergliedert werden. Die akute Phase umfasst den Zeitraum zwischen
Konsumbeginn und 1-2 h nach Konsumende [5, 11, 21] und duBert sich u. a. in Form von Stim-

mungsverdanderungen, Storung der Denkabldufe, Wahrnehmungen, Aufmerksamkeit und
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Motorik, Abwendung von Leistungsverpflichtungen und/oder Modulation des Schmerzempfin-
dens [4, 9—-11]. Hinsichtlich des Fahrverhaltens fallen besonders Geschwindigkeitsdnderungen,
Lenkkorrekturen und leichte Ablenkbarkeit auf [5]. Moller et al. [22] zeigten, dass bei
THC-Konzentrationen von 5-10 ng/mL Serum, die ca. 2-3 h nach Cannabiskonsum erreicht
werden, signifikante Beeintrachtigungen u. a. in Feinmotorik und Impulskontrolle fiir diesen
Zeitraum feststellbar waren. Die Beeintrdchtigungen der Feinmotorik waren bis zu 5 h nach
Rauchende spiirbar, die entsprechenden THC-Konzentrationen lagen dann noch bei 2-5 ng/mL
[22]. Urséchlich fiir die zahlreichen Wirkungen im zentralen und peripheren Nervensystem ist
die Verteilung des CBi-Rezeptors (Kapitel 1.3).

Im weiteren zeitlichen Verlauf fiihrt die Stimulation des CBi-Rezeptors in der sich anschlie-
enden subakuten Phase (ca. 4-6 h nach Konsum) zu positiven Empfindungen, dem so genann-
ten ,,high*“-Gefiihl, welches sich bspw. in Form von gehobener Stimmung, Euphorie und Hei-
terkeit ausdriickt [10, 11, 21]. Dabei sind die als belohnend empfundenen subjektiven Gefiihle
vermutlich auf die THC-bedingte Dopamin-, Noradrenalin- und Acetylcholinfreisetzung im
mesolimbischen Kortex zuriickzufiihren [4, 9, 17]. Das ,,high“-Gefiihl ist nicht linear zu den
gemessenen THC-Konzentrationen im Blut, sondern gleicht einer Hysterese [9, 11], bei der
Wirkungssteigerungen selbst dann noch erreicht werden, wenn die THC-Konzentration bereits
wieder riickldufig ist. Die in dieser Phase begangenen Fahrfehler sind mit der Euphorie zu be-
griinden und zeichnen sich durch Uberschiitzung der eigenen Leistungsfihigkeit aus.

Die letztlich folgende postakute Phase umfasst den Zeitraum von 12-24 h nach Konsumende.
In dieser Phase ist meist kein auffélliges Fahrverhalten mehr zu beobachten [5]. Da auch andere
Gewebe den CB1-Rezeptor exprimieren, existieren zahlreiche weitere Effekte wie Tachykardie,
Vasodilatation, konjunktivale Injektionen und Mydriasis. Neben den oben aufgefiihrten Effek-
ten werden den Cannabinoiden u. a. eine Appetitsteigerung, antiemetische und analgetische Ei-
genschaften sowie antiinflammatorische Effekte zugeschrieben [19, 20], sodass synthetisch
hergestelltes THC (Marinol) aber auch Dronabinol (trans-Isomer von THC, Abb. 1) als
Arzneimittel zugelassen sind und in begriindeten Féllen (u. a. bei chronischem Schmerzsyn-
drom oder Multipler Sklerose) als Pharmazeutika verschrieben werden konnen [11, 23, 24].
Im Allgemeinen sind die subjektiven Empfindungen nach Cannabiskonsum stark von der Aus-
gangssituation des Konsumenten abhingig. So nehmen aktuelle Befindlichkeit und Zustand des
Konsumenten (,,Set”), aber auch die Umgebung (,,Setting) Einfluss auf das Rauscherlebnis
[5, 11, 25]. Unter diesen Gesichtspunkten ist die Gewalttitigkeit im Zusammenhang mit Can-
nabiskonsum ein kontrovers diskutiertes Thema. In einer Studie von Tonnes et al. [25] konnte

gezeigt werden, dass aggressive Verhaltensweisen unter Cannabiseinfluss im Vergleich zum
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Alkoholkonsum signifikant seltener auftraten und diese auch nicht mit der Wirkstoftkonzent-
ration korrelierten. Stattdessen zeigte sich tendenziell, dass Aggressivitit durch Cannabiskon-
sum vielmehr reduziert als gesteigert werde. Nur in Ausnahmefillen und unter bestimmten
individuellen Vorbelastungen wird eine Zunahme der Enthemmung und damit eine Steigerung
des Gewaltpotentials fiir moglich erachtet. Eine Cannabisintoxikation kann zu einer meist nur
wenige Stunden anhaltenden Cannabispsychose fiihren, in denen psychotische Zustinde mit
schizophrenen Symptomen wie Wahn- und Angstvorstellungen beschrieben wurden. Die Exis-
tenz eines eigenstindigen Krankheitsbildes in Form einer ,,cannabis-induzierten Psychose*

wird jedoch bezweifelt [25].

1.5 Deutung eines positiven Cannabinoidnachweises im Hinblick auf
forensische Fragestellungen

THC stellt einen Marker fiir den aktuellen Cannabiskonsum dar und kann bereits Sekunden
nach inhalativer Aufnahme im Blut detektiert werden. Maximale Plasmakonzentrationen lassen
sich wenige Minuten nach Rauchbeginn messen [9, 11]. Ein aktueller Konsum (< 6 h zurtick-
liegend) liegt nach Tonnes [26] mit hoher Wahrscheinlichkeit vor, wenn eine der nachfolgenden
Konzentrationen  im Serum  bestimmt  wurden: THC > 10,58 ng/mL  oder
THC-OH > 5,46 ng/mL.  oder THC/THC-COOH > 0,19 ng/mL oder THC > 1,42 ng/mL und
THC-COOH < 16,29 ng/mL [25, 26]. Jedoch kann die gemessene THC-Blutkonzentration von
der Gewebekonzentration am Wirkort abweichen, da THC aufgrund der Lipophilie besonders
in fettreichen Geweben akkumuliert und aus diesen Kompartimenten nur langsam ins Blut
zuriick diffundiert [2, 5].

Nach einmaligem Konsum kénnen THC und THC-OH etwa 4-6 h im Serum nachgewiesen
werden. THC-COOH ist mit 2-3 Tagen im Serum bzw. Urin deutlich ldnger detektierbar und
kann bei regelméfigem Cannabismissbrauch bis zu drei Monaten im Urin bestimmt werden
[11, 21]. Nach oraler Cannabiszufuhr soll eine hohere THC-OH-Konzentration im Blut detek-
tierbar sein als nach inhalativer Aufnahme, sodass das Verhiltnis von THC zu THC-OH mog-
licherweise Riickschliisse auf die Konsumart geben kann [27].

Blutanalysen auf THC-COOH dienen der Differenzierung, ob einmaliger, gelegentlicher oder
regelméBiger Konsum stattfand. Zusétzlich bestimmte THC-Konzentrationen konnen fiir Aus-
sagen iiber den aktuellen Konsum herangezogen werden. Liegen die THC-COOH-Konzentra-

tionen < 5,0 ng/mL, kann ein einmaliger, bei > 5,0 ng/mL und < 75 ng/mL ein gelegentlicher



und bei THC-COOH-Konzentrationen > 75 ng/mL ein regelméBiger Konsum unterstellt wer-
den. Die hohen THC-COOH-Konzentrationen bei regelmifigem Konsum kommen durch
Kumulationseffekte aufgrund verzogerter Eliminationskinetik zustande [28]. Der Gesetzgeber
gibt fuir ,,gelegentlichen* Konsum keine Héufigkeit an, sondern beruft sich auf die im allgemei-
nen Sprachgebrauch géngige Definition. Somit findet ,,gelegentlicher® Konsum héufiger als
einmal statt, bleibt aber hinter dem regelmaBigen zuriick [29]. Weiterhin gilt, dass ein
THC-positiver Serumbefund ebenfalls durch passive Inhalation moglich ist, wenn ein hochsen-
sitives Nachweisverfahren zugrunde gelegt wird und eine enge rdumliche Beziehung zum
aktiven Konsumenten (kleiner, unbeliifteter Raum) bestand [30].

Zur Differenzierung des Konsummusters wird die Blutanalyse der Urin- bzw. Haaranalytik
bevorzugt. Die Aussagekraft eines positiven THC-Nachweises im Haar wird aktuell kritisch
diskutiert, da bei einem positiven Nachweis von Cannabinoiden im Haar nicht eindeutig geklart
werden kann, ob der Untersuchte selbst cannabishaltige Zigaretten konsumiert hat oder ob le-
diglich eine Kontamination stattfand [12, 16, 31, 32]. Mit dem Nachweis von THCA-A stieg
die Wahrscheinlichkeit, dass der Untersuchte zumindest direkten Kontakt zu cannabishaltigen
Produkten gehabt haben muss, da es grof3tenteils durch Streichen mit kontaminierten Fingern
durch das Haar bei dem ,,Drehen* eines Joints zu einer Einlagerung von THCA-A kommt
[1, 16, 18]. Lediglich die Erfassung der Metabolite THC-OH [33] und THC-COOH [10, 14, 15,
34, 35] im Haar konnen als Indiz fiir aktiven Drogenkonsum angesehen werden, da diese nicht
von der Pflanze, sondern ausschlieBlich iiber korpereigene Metabolisierung gebildet werden.
Jedoch kann THC-COOH auch durch Korperkontakt auf das Haar anderer Personen iibertragen
werden [16].

1.6 Rechtliche Aspekte zum Cannabiskonsum

Der Cannabiswirkstoff THC ist im Betdubungsmittelgesetz [24] (Anlage 1 zu § 1 Absatz 1)
gelistet und gehort entsprechend nicht zu den verkehrsfahigen Stoffen. Auer mit einer Geneh-
migung, die u. a. zu wissenschaftlichen Zwecken ausgestellt wird, sind Anbau, Zucht, Ein- und
Ausfuhr usw. gemiB § 29 Betdubungsmittelgesetz strafbar [24] und kénnen mit bis zu fiinf
Jahren Haftstrafe oder einer Geldbu3e geahndet werden [2]. Nur in begriindeten Ausnahmefal-
len wird der kédufliche Erwerb von Cannabisbliiten durch einen Antrag bei dem Bundesinstitut
fiir Arzneimittel und Medizinprodukte [23] erlaubt. Dies kann erfolgen, wenn nachweislich eine
Therapie mit den in Deutschland zugelassenen Cannabisersatzpriaparaten kontraindiziert ist
oder diese nicht von den Krankenkassen erstattet werden. Dem Antrag auf Selbsttherapie ist
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eine drztliche Stellungnahme beizufligen [23, 24]. In einer aktuellen Einzelfallentscheidung
wurde einem an Multipler Sklerose erkrankten Mann vom Bundesverwaltungsgericht in
Leipzig sogar eine Ausnahmegenehmigung zum Anbau von Cannabis fiir den Eigenbedarf
erteilt [36]. Sedierung, Verldngerung der Reaktionszeit, Einschrinkung der Konzentrationsfa-
higkeit und Stérungen der Motorik stellen die Hauptaspekte dar, die fiir typische Fahrauffallig-
keiten verantwortlich sind [5, 11]. Entsprechend ist die aktive Teilnahme am Straenverkehr
unter Cannabiseinfluss nach aktueller Gesetzeslage nicht erlaubt. Ein wissenschaftlich akzep-
tierter Grenzwert fiir Cannabinoide konnte bisher auf Basis der THC-Konzentration in Analogie
zur 1,10 %o0-Grenze fiir Alkohol nicht etabliert werden [11]. Dass THC kein verldsslicher
Marker ist, auf dessen Grundlage juristisch anerkannte Grenzwerte definiert werden konnen,
ist u. a. mit der polyphasischen Eliminationskinetik des THC (Kapitel 1.1) zu begriinden. Folg-
lich kann sich die THC-Konzentration zwischen Polizeikontrolle und Blutentnahme (Zeit-
spanne bis zu 2 h) erheblich reduzieren, wie Drasch et al. [13] zeigten. Somit 14sst sich auf die
THC-Konzentration zum Abnahmezeitpunkt nicht sicher schlieBen [13]; ggf. kann die
THC-Konzentration innerhalb dieser Zeitspanne sogar unterhalb der rechtlich relevanten Kon-
zentration von 1 ng/mL absinken [37].

Durch Berechnung des Cannabis-Influence-Factors (CIF) entsprechend der ,,vereinfachten*
Formel von Daldrup und Meininger [13] (Gleichung 1) hingegen erhilt man einen dimensions-
losen Wert, der besser mit den Ausfallerscheinungen (insbesondere Konzentrationsféahigkeit)
und Zeugenfeststellungen iiber Fahrauffilligkeiten zum Tatzeitpunkt korrelieren soll als die

bloBe THC-Konzentration [11, 13].

CIF... . _ CrHe [ng/mL] + cruc—on[ng/mL]
vereinfacht Crie—coomn [ng/mL]

Gleichung 1: Berechnung des CIF mit der ,vereinfachten“ Formel von Daldrup und Meininger (nach
Drasch et al. [13])

100 (1)

Zudem gibe es in einem Zeitraum von t <2 h keine Verdnderungen des CIF (Zeitraum zwischen
polizeilichen Tests und Blutentnahme), was den CIF somit innerhalb dieser Zeitspanne als
Grenzwert geeignet erscheinen ldsst. Es wurde geschlossen, dass ab einem CIF > 10 eine abso-
lute Fahruntiichtigkeit vorliege [13], was in etwa mit einem Alkoholwert von 1,10 %o korrelie-
ren soll [1, 2, 38]. Fiir die Berechnung des CIF sind die Bestimmungen der Konzentrationen
von THC, THC-OH und THC-COOH unerlidsslich (Gleichung 1), sodass diese Cannabinoide

zwangsldufig in einem entsprechenden Detektionsverfahren mit erfasst werden miissen [13,
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39]. Obwohl der CIF besser mit den Fahrauffilligkeiten korrelieren soll als die blofle
THC-Konzentration, wurde dieser zur Beurteilung der Fahrtiichtigkeit in der stindigen Recht-
sprechung bisher kaum berticksichtigt [11].

Unter forensischen Gesichtspunkten kann eine zutreffende Riickrechnung auf den Konsumzeit-
punkt auch Urteilsbildung und Strafmal} beeinflussen. Mit den bisher bekannten Rechenmodel-
len (einschlieBlich CIF) kann eine befriedigende Berechnung des Konsumzeitpunktes aul3er-
halb von Laborbedingungen jedoch nicht gewéhrleistet werden. Lediglich die Rechenformeln
von Huestis et al. [40] lieferten zumindest teilweise zufriedenstellende Resultate. Ungeachtet
der ermittelten Konzentration zum Tatzeitpunkt sind eine Verminderung der Schuldféhigkeit
und eine Einschriankung der strafrechtlichen Verantwortung nach Cannabiskonsum im Regel-
fall nicht zu erwarten. Lediglich bei Wahn- oder Angstzustdanden ist im Einzelfall von einer
Beeintriachtigung der Schuldféhigkeit (bis hin zur dessen Authebung) auszugehen [25].
Aktuell wird ein Gefahrdungspotential beim Fiihren eines Kraftfahrzeuges ab einer Serumkon-
zentration von 1 ng/mL THC gesehen [11]. Folglich kénnen nach § 24a StraBenverkehrsgesetz
(StVG) Ordnungswidrigkeiten, aber auch Straftaten wegen eingeschrankter Fahrsicherheit
gemal §§ 315¢ und 316 Strafgesetzbuch [41] (fahrldssige oder vorsitzliche Gefahrdung des
StraBenverkehr aufgrund Konsum berauschender Mittel) begangen werden, wenn ein Kraft-
fahrzeug unter dem Einfluss von > 1 ng/mL THC im Serum gefiihrt wird und zusétzlich cha-
rakteristische Fahrauffélligkeiten vorliegen, die eine relative bzw. absolute Fahrunféhigkeit
begriinden [13, 41, 42]. Die Rechtsprechung beruft sich in ihren Urteilen auf die von der Grenz-
wertkommission angegebene Konzentration von 1 ng/mL THC im Blutserum [42—44], bei der
es sich um eine ,,analytische® Grenzwertkonzentration handele, die nicht zwingend mit der
Wirkung gleichzusetzen sei [43]. Zwar kann nach neueren Empfehlungen erst ab einer
THC-Konzentration von > 2 ng/mL mit Leistungseinschrankungen und ab > 4 ng/mL mit
erhohtem Unfallrisiko gerechnet werden, dennoch ist eine Neubewertung des bestehenden
Grenzwertes nicht vorgesehen [45]. In einem aktuellen Gesetzesentwurf wird dagegen erstma-
lig eine Erhohung des Grenzwertes auf 5,0 ng/mL. THC im Blutserum gefordert. Zugleich
sollen u. a. Cannabis aus dem Betdubungsmittelgesetz gestrichen und ein streng kontrollierter
legaler Markt eingefiihrt werden [43].

Nicht nur Vollblut bzw. Blutserum sind fiir die Analytik zum Nachweis von Cannabiskonsum
von besonderem Interesse, sondern auch Haare werden u. a. fiir die Fahreignungsdiagnostik im
Rahmen der Drogenabstinenzkontrolle herangezogen. Bei positivem THC-Nachweis im Haar

kann ein medizinisch-psychologisches Gutachten angefordert werden, mit dem gepriift werden



soll, in welchem Umfang der Betroffene cannabishaltige Produkte im zuriickliegenden Zeit-
raum konsumiert hat und ob dieser zwischen Konsum und Teilnahme am Straenverkehr
trennen kann [28, 46]. Aus aktueller Literatur geht hervor, dass ein positiver Nachweis von
Cannabinoiden im Haar nicht auf ein retrospektives Konsummuster schlielen ldsst, da eine
ausschlieBliche Einlagerung iiber den Blutfluss nicht gegeben ist [16]. Dennoch soll die Haar-
analyse auf Cannabinoide Bestandteil der Fahreignungsdiagnostik bleiben, insbesondere bei
nachgewiesenen Metaboliten kann auf stattgefundenen Konsum geschlossen werden. Die
Interpretation der erzielten Analyseergebnisse ist allerdings vom Einzelfall abhingig und posi-
tive Nachweise sollen allenfalls richtungsweisend sein [47].

Dass Cannabis eine der hdufigsten illegal konsumierten Drogen weltweit ist, wird nicht nur in
zahlreichen Literaturstellen, sondern auch anhand der im Jahr 2012 vom Bundeskriminalamt
[48] registrierten 106.215 Straftaten in Verbindung mit Cannabis deutlich. Aber auch der stin-
dige Zuwachs der positiven Cannabisnachweise am hiesigen Institut fiir Rechtsmedizin [49]
(Abb. 3) hebt die Notwendigkeit einer robusten, sensitiven und Okonomischen Nach-

weismethode deutlich hervor.

4000 A Alcohol [n] Gesamt = 4568
—&— Cannabis
350,01 —&— Amphetamine
—=— MDMA
2 300,07 —m— Cocaine
9]
c —e— Medicinal drugs
S 250,04
e Exponentiell (Cannabis)
L .
.g 200,01 Exponentiell (Alcohol)
s Exponentiell (Amphetamine)
o)
2 150,04
A=)
100,0
50,0
0,0

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Jahre

Abb. 3: Verlauf der positiven Nachweise fiir Cannabis und weitere Drogen zwischen 2002 bis 2012 am
Rostocker Institut fiir Rechtsmedizin (aus Nowotnik [49])

Wie aktuellen Ringversuchsergebnissen zu entnehmen, setzen die Mehrzahl der teilnehmenden
Laboratorien ~Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS) als Verfahren der

Wahl — trotz modernerer Alternativmethoden wie Liquid-Chromatography/tandem Mass
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Spectrometry (LC-MS/MS) — zur Detektion von Cannabinoiden ein. Vorteile der GC/MS-Ana-
lytik sind u. a. die geringeren Kosten — sowohl in der Anschaffung des Gerites als auch in der

Unterhaltung — und die jahrzehntelange Expertise im Vergleich zur LC-MS/MS-Analytik.

1.7 Zielstellung

Es war Ziel dieser Arbeit, Nachweisverfahren fiir die GC/MS-Analytik fiir Cannabinoide (THC,
THC-OH, THC-COOH, CBN, CBD und THCA-A) zu optimieren, die 6konomisch und zeit-
sparend sein sollen, zugleich aber auch die aktuellen Empfehlungen der chemisch-toxikologi-
schen Untersuchung (CTU) [50], der Gesellschaft fiir Toxikologische und Forensische Chemie
(GTFCh) [44, 51, 52] und der Society of Hair Testing (SoHT) [53] beriicksichtigen. Primér
sollte untersucht werden, ob der Einsatz hoherer Alkyliodide als Derivatisierungsreagenz zu
einer besseren massenspektrometrischen Detektion im Vergleich zur Alkylierung mit lodme-
than fiihren kann und ob damit eine Steigerung der Performance (Selektivitit, Spezifitit, Ge-

nauigkeit, Empfindlichkeit etc. [54]) einhergeht.

Ein weiteres wesentliches Ziel bestand darin, mit der Verwendung kommerziell bisher nicht
erhéltlicher Trialkylsulfoniumsalze als Alkylierungsreagenz zum Nachweis von Cannabinoi-
den in verschiedenen Matrizes (Serum, Haare und Urin) eine GC/MS-Methode zu entwickeln,
die im Gegensatz zur Alkylierung mit Alkyliodiden potentiell weniger arbeits- und zeitaufwen-

dig ist.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Extraktionsverfahren und Methoden der Derivatisierung in der Gaschroma-
tographie

Bevor das Untersuchungsmaterial einer Analyse auf Cannabinoide mittels GC/MS unterzogen
werden kann, miissen die Analyten und der interne Standard (ISTD) mdéglichst selektiv aus dem
Probenmaterial extrahiert, konzentriert und derivatisiert werden. In dieser Arbeit wurde dazu
das Verfahren der Fliissig-Fliissig-Extraktion (LLE) gewihlt, mit dem die Cannabinoide aus
einer fliissigen Phase (Serum, Urin, alkalisches Hydrolysat der Haare) in eine andere fliissige
organische Phase entsprechend des Nernst’schen Verteilungssatzes [55] iiberfiihrt werden. Da
Cannabinoide mit Carboxylgruppen lipophil, jedoch aufgrund ihrer sauren Eigenschaften bei
neutralem pH-Wert deprotoniert und somit geladen sind, muss die Matrix angesduert werden,
um eine Uberfiihrung dieser Cannabinoide in ein organisches Losungsmittel (z. B. 1-Chlorbu-
tan) zu ermdglichen. Nach Eindampfen des Extraktionsmittels kann eine Alkylierung erfolgen.
Eine sich der Derivatisierung anschlieBende zweite LLE fiihrt zur Isolierung der Alkyl-Can-
nabinoide aus dem Reaktionsmedium, bestehend aus Dimethylsulfoxid (DMSO), Tetrabutyla-
mmoniumhydroxid (TBAH) und einem Alkyliodid (RI).

Alternativ zur LLE kann eine Festphasen-Extraktion zur Isolierung der Cannabinoide durchge-
fiihrt werden. Bei der Festphasen-Extraktion konnen unter Verwendung von Octadecylsilan-
Sdulenmaterialen je nach Aufarbeitungsmethode abweichende Konzentrationen von
THC-COOH bestimmt werden, da es zu einer partiellen Mitextraktion von THC-COOH-
Glucuronid kommt. Dies fiihrt wiederum zu einer artifiziellen Erth6hung des THC-COOH-Wer-
tes nach Derivatisierung mit Silylierungsreagenzien und folglich zu falsch hohen Messwerten
[2, 56].

Auch bei Alkylierung im System DMSO, TBAH und RI kann es zu einer artefaktischen Kon-
zentrationserhohung von THC-COOH kommen, da THC-COOH-Glucuronid unter den stark
alkalischen Bedingungen der Methylierung leicht zu THC-COOH und Glucuronsédure hydroly-
siert wird [57]. Aufgrund der in dieser Arbeit gewihlten Extraktionsweise (siche Kapitel 3.5.2)
wird THC-COOH-Glucuronid jedoch nicht erfasst, da dessen Polaritit zu hoch ist, um mit
1-Chlorbutan im sauren Milieu extrahiert zu werden.

Eine Derivatisierung ist in der gaschromatographischen Analytik ein oftmals eingesetztes

Verfahren, mit dessen Hilfe die polaren, funktionellen Gruppen der Analyten in apolare umge-
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wandelt werden kénnen. Durch diese Modifikation soll u. a. eine Verringerung des Siedepunk-
tes und Erhohung der thermischen Stabilitit sowie der Lipophilie erzielt werden, sodass sich
die Gefahr der pyrolytischen Zersetzung reduziert [35, 55]. Weiterhin kann so die Sdulentem-
peratur herabgesetzt werden, was das ,,Sdulenbluten* verringert und so deren Haltbarkeit
steigert [55]. Die mit der Derivatisierung erzeugten Massenzunahme der Analyten erhoht
zudem hdufig die Sensitivitidt der Messmethode, da sich die Massen der Analyten deutlicher
von denen der Matrix differenzieren, was eine spezifischere Detektion zur Folge haben kann
[35]. Mit der derivatisierungsbedingten Abnahme der Polaritét néhert sich die Peakform einer
Normalverteilung (Reduzierung des Peaktailings bzw. -frontings), was mit einer Erhéhung der
Nachweisempfindlichkeit verbunden ist [35, 55, 58]. Da THC-OH und THC-COOH aufgrund
von zwei hydrophilen Gruppen hohere Polarititen als THC aufweisen, ist eine Modifikation
hin zu lipophileren Derivaten hier von besonderer Bedeutung, da ohne Derivatisierung diese
Analyten gaschromatographisch nicht detektierbar sind [19, 35].

Eine fiir Cannabinoide verwendete Derivatisierungsmethode stellt die Acylierung bspw. mit
Trifluoressigsdureanhydrid (TFAA) [7] oder Pentafluorpropionsédureanhydrid dar. Stark saure
Gruppen konnen nicht acyliert werden, entsprechend muss fiir die Derivatisierung der
Carboxylgruppe von THC-COOH ein zusitzliches Alkylierungsagens wie Heptafluorisopropa-
nol [35] oder 1,1,1,3,3-Pentafluorpropanol [59] eingesetzt werden.

Ein weiteres Verfahren ist die Silylierung u. a. mit N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid
(BSTFA) [19, 31, 60] oder mit N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamid (MSTFA) [14, 61,
62]. Bei der Silylierung kann es in Abhéngigkeit von dem Silylierungsreagenz unter Umstinden
zu Reaktionen zwischen dem Injektor und dem Silylierungsmittels kommen, sodass sich im
Verlauf die Detektorempfindlichkeit verringert [58] und dieser unbrauchbar werden kann [63].
Eine andere Methode ist die Alkylierung der Cannabinoide iiber lodmethan [27, 39, 64—66].
Sporkert et al. [67] flihrten zudem Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH) als Methylierungsre-

agenz fiir Cannabinoide ein.

2.2 Grundlagen der Gaschromatographie/Massenspektrometrie

Die Gaschromatographie ist ein physikalisch-chemisches Verfahren in der Analytik, um Mole-
kiile aus Gemischen zu separieren. Vorrausetzung ist, dass die Molekiile thermostabil sind und
sich in die Gasphase iiberfiihren lassen [1, 58, 68, 69]. In einem beheizbaren Injektor wird ein
einstellbares Volumen des zu analysierenden Extraktes {iber ein Septum in den Liner injiziert.
Uber eine mobile Phase (i. d. R. ein inertes Trigergas wie Stickstoff oder Helium) werden die
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einzelnen Molekiile des Gemisches iiber die stationdre Phase der Kapillarsidule (Abb. 4) gelei-
tet, mit der sie u. a. aufgrund ihrer unterschiedlichen Polaritédt und ihres spezifischen Moleku-
largewichtes interagieren und somit chromatographisch getrennt werden. Polare Molekiile mit
hohem Dampfdruck sollten bei Verwendung apolarer Sdulen durch Derivatisierung (Alkylie-
rung, Silylierung, Acylierung etc.) zuvor modifiziert werden, um deren Polaritét herabzusetzen
[1, 58, 68, 69], wie bereits im vorherigen Abschnitt aufgefiihrt.

Nach der gaschromatographischen Separation der einzelnen Molekiile werden diese am Ende
der Kapillarsdule einem Massenspektrometer zugefiihrt. Dabei werden die Molekiile im
Vakuum mittels ElektronenstoBionisation (EI) ionisiert. Die zugefiihrte Energie von 70 eV [1]
fithrt im Allgemeinen zur Bildung von Molekiilionen, aber auch zu molekiilspezifischen Frag-
mentionen mit charakteristischen Masse/Ladungs-Verhiltnissen (m/z). Diese so entstandenen

Ionen werden im Massenspektrometer detektiert.

Probe
o
N
— Analysator _| Iﬂl“
quelle
Massenspektrometer
Gaschromatograph

Abb. 4: Schematischer Aufbau eines Gaschromatographen gekoppelt mit einem Massenspektrometer (aus
Roth [1])

Bei Verwendung von Single-Quadropolmassenspektromtern ist zwischen zwei verschiedenen
Messmodi zu unterscheiden: Im Totalionenstrom (Scan-Modus) werden alle Molekiil- und
Fragmentionen in einem festgelegten Massenbereich detektiert. Die somit innerhalb eines
Peaks generierten Massenspektren lassen sich durch Abgleich mit Datenbanken idealerweise
eindeutig einer Substanz zuordnen [1, 69].

Hingegen werden im Selected-lon-Monitoring (SIM) lediglich Fragmentionen mit ausgewéhl-
ten m/z-Verhéltnissen erfasst. Dadurch kann die Sensitivitét erheblich gesteigert werden. Eine
eindeutige Substanzindentifizierung erfolgt in diesem Fall iiber die selektierten spezifischen
Ionen, die zu einer bestimmten Retentionszeit (RT) auftreten und bestimmte Verhiltnisse
zueinander aufweisen miissen [1, 39, 69]. Ein weiteres Kriterium zur Substanzidentifizierung
ist das Vorhandensein der chronologisch leicht vorversetzten SIM-lonen der deuterierten

Substanzanaloga nahe der RT der Analyten [39].
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3 Materialien und Methoden

3.1 Reagenzien und Standardsubstanzen

Folgende Losungsmittel, Reagenzien und Standards wurden verwendet:

DMSO, iso-Octan, Acetonitril, Aceton, Salzsdure (HCI), Dinatriumhydrogenphosphat,
Diethylether von Merck (Darmstadt, Deutschland)

TBAH (40 %ige wassrige Losung), Ethylacetat, fert-Butylmethylether (TBME),
Silber(I)oxid, Dipropylthioether, Diisopropylthioether, Dibutylthioether, lodmethan,
1-Iodethan, 1-lodpropan, 2-Iodpropan, 1-lodbutan, 1-lod-2-methylpropan, 2-lod-2-me-
thylpropan, 1-lodpentan, 1,1,1-Trifluor-2-iodethan, 1,1,1-Trifluor-3-iodpropan,
MSTFA, Trimethylsulfoniumhydroxid, Cyclohexan von Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland)

1-Chlorbutan von Acros (Geel, Belgien)

Triethylsulfoniumiodid von Alfa Aesar GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Natriumhydroxid (NaOH), Methanol von Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Standardlosungen von THCA-A, THC, THC-D3, THC-OH, THC-OH-D3, THC-COOH,
THC-COOH-D3, CBN, CBN-D3;, CBD, CBD-D3, Buprenorphin, Buprenorphin-D4 von
Lipomed (Arlesheim, Schweiz):

Alle hier aufgefiihrten Standardlosungen waren methanolische Losungen in einer Konzentra-

tion von 1 mg/mL bzw. 100 pg/mL (deuterierte Analoga). Ausgehend von den oben genannten

Standardlosungen wurden Arbeitslosungen durch Verdiinnung mit Methanol hergestellt.
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3.2 Probenaufarbeitung: Ubersicht verwendeter Gerite

In Tab. 1 sind alle verwendeten Gerite aufgefiihrt. Materialen wie Pipetten, Pipettenspitzen

u. a., die standardméfBig in einem chemischen Labor vorhanden sind, sind nicht gelistet.

Tab. 1: Auflistung verwendeter Geriite

Geriite (Hersteller)

Verwendungszweck

Trockenschrank Modell 200 (Memmert)

Derivatisierung der Proben, Inkubation zur alkali-
schen Hydrolyse, Synthese der Trialkylsulfoniumio-
dide

Riittler Typ Vibrax VXR und MS2- Minishaker (IKA)

LLE der Proben

Turbovap LV (Biotage)

Einengen der Losungsmittel

Sonorex TK 52 Ultraschallbad (Badelin)

Synthese von Trialkylsulfoniumhydroxiden (TASH)

Sonorex Digitec (Badelin)

Dekontamination der Haarmatrix

Feinwaage MC1 Analytic AC 210S (Sartorius)

Abwiegen der Haarmatrix

Tischzentrifuge Megafuge 1.0 (Heraeus)

Zentrifugation von Serummonovetten

Zentrifuge Typ 5804 R (Eppendorf)

Zentrifugation des Probenmaterials

Mikroliterflasche (GC/MS Vial) 0,9 mL mit Alumini-
umkappen (IVA)

Aufbewahrung der derivatisierten Analyten zur Injek-

tion in die GC/MS

Kugelmiihle Modell 2001 (Retsch)

Pulverisieren der Haarmatrix

Mikrowelle Modell MG-5807C (LG)

Inkubation des Probengutes

3.3 GC/MS-Bedingungen und Software

Fiir die Basisvalidierung der Methoden wurde das Programm Valistat 2.00.1 der Firma Arvecon

GmbH herangezogen. Weiterhin wurden fiir die Erstellung dieser Arbeit die Microsoft Office

Programme Excel, Word und PowerPoint 2013 verwendet. Die Verwaltung der Quellen

erfolgte mittels Citavi 4.0 der Swiss Academic Software GmbH, der Boxplot (Kapitel 4.6.6.5)

wurde mit Hilfe von SigmaPlot (Version 11) erstellt. In Tab. 2 sind GC/MS-Messbedingungen

und geritetechnische Ausstattungen aufgelistet, die, wenn nicht gesondert aufgefiihrt, fiir die

Untersuchungen genutzt wurden.
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Tab. 2: GC/MS-Messbedingungen und geritetechnische Ausstattungen (wenn nicht gesondert aufgefiihrt)

GC/MS Agilent GC 6890 + MSD 5973 (Hewlett Packard)
Autosampler Agilent 7683 (Hewlett Packard)

Injektor Agilent 7683 Series G 2613A (Hewlett Packard)
Injektionsliner Agilent Typ 5188-6574 (Hewlett Packard)
Injektionmodus splitless

Injektionsvolumen 2 uL

Injektortemperatur 290 °C

Tragergas Helium, Flussrate 1 mL/min

80 °C, 3 min halten, 20 °C/min bis 300 °C, 10 °C/min bis 320 °C, 8,5 min halten;
GC-Temperaturprogramm
Gesamtanalysezeit 24,50 min

Saule apolare Sdule Agilent CP8936; VF-5 ms 25 m x 0,20 mm x 0,33 pm
Modus Scan bzw. SIM
Software Agilent MSD ChemStation D. 03.00.611 und E. 02.02.1431

3.4 Allgemeine Synthesevorschrift fiir Trialkylsulfoniumiodide

Zur Synthese der Trialkylsulfoniumiodide wurden 9 mL eines organischen Losungsmittelge-
misches (LMGQG) bestehend aus Acetonitril und Methanol in einem Verhéltnis 7:2 (v/v) in ein
20 mL Headspace-Gefdll vorgelegt. AnschlieBend wurde ein bestimmtes Volumen (Tab. 3)
eines Alkyliodides und des korrespondierenden Dialkylthioethers im molaren Verhéltnis 2:1
(Abb. 15, Kapitel 4.2.4.5) in das Headspace-Gefal3 gegeben [70].

Tab. 3: Volumina der Edukte fiir die Synthese der entsprechenden Trialkylsulfoniumiodide, n = 0,04 mol
fiir die Alkyliodide, n = 0,02 mol fiir die Dialkylthioether; Dichte gemif} Herstellerangaben

Verbindung Dichte [g/mL] Molekulargewicht [g/mol] Errechnetes Volumen [mL]
1-lodpropan 1,743 169,99 3,9
Dipropylthioether 0,838 118,24 2,8
2-lodpropan 1,703 169,99 3,9
Diisopropylthioether 0,814 118,24 2,9
1-Iodbutan 1,617 184,02 4,5
Dibutylthioether 0,838 146,29 3,5
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3.5 Serumanalyse

3.5.1

Herstellung eines cannabinoidnegativen Serumpools

Um einen moglichst breiten, authentischen und cannabinoidnegativen Serumpool fiir die

Untersuchungen verwenden zu kénnen, wurde humanes Blut in 4 mL Serummonovetten steril

abgenommen und bis zur Koagulation bei Raumtemperatur inkubiert. Nach fiinfminiitiger Zen-

trifugation bei 4000 rpm wurde das gewonnene Serum entnommen, gepoolt und in Portionen

zu je 1 mL in 1,5 mL Reagenz-Gefaen abgefiillt und bei -25 °C eingefroren.

3.5.2 Aufarbeitung von Seren und Derivatisierung mit Alkyliodiden

Fiir die Ausgangsuntersuchungen wurden die Cannabinoide THC, THC-OH und THC-COOH

zuerst ohne Matrix, anschlieBend aus den Matrizes Wasser und Serum nach folgender Vorge-

hensweise extrahiert und derivatisiert. Die Aufarbeitung erfolgte in Anlehnung an die von

Marschner [71] entwickelte Methode, welche mittlerweile bereits akkreditiert ist:

(1)

)

)

(4)

)

(6)

(7
®)

©)

Zu 1 mL Matrix wurden die Analyten THC, THC-OH und THC-COOH sowie die
deuterierten Analoga als interner Standard (ISTD) hinzugegeben

Ansduern der Losung durch Zugabe von 100 pL einer wéssrigen 1 M HCI-Lésung
LLE mit 4 mL 1-Chlorbutan fiir 10 min auf dem Riittler

Zentrifugation fiir 3 min bei 4000 rpm, abdekantieren der organischen Phase und
anschlieBende Einengung bis zur Trockene bei 40 °C unter Druckluft
Derivatisierung der Cannabinoide nach Rekonstitution des Bodensatzes mit 50 pL
einer 40 %igen wassrigen TBAH-Losung, 200 pL. DMSO und 50 pL RI
Inkubation fiir 20 min bei Raumtemperatur, anschliefend abstoppen der Derivati-
sierungsreaktion durch Zugabe von 100 puL einer wissrigen 1 M HCI-Losung

LLE mit 3 mL iso-Octan fiir 20 min auf dem Riittler

Zentrifugation der Losung fiir 3 min bei 4000 rpm, nachfolgend abpipettieren und
einengen der organischen Phase unter Druckluft bei 40 °C

Rekonstitution des Bodensatzes mit 50 uL. Ethylacetat, vortexen und iiberfiihren in

ein GC/MS-Vial und Messung mit GC/MS

Sofern die Cannabinoide ohne Matrix derivatisiert wurden, entfielen die Schritte 1-4.
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3.5.3 Aufarbeitung von Seren und Derivatisierung mit Trialkylsulfoniumhydroxiden (TASH)

Die unter Kapitel 3.5.2 beschriebene Vorgehensweise fiir die Derivatisierung mit Alkyliodiden
wurde bis einschlielich Punkt (4) unverindert fiir die Alkylierung der Cannabinoide mit den
TASH-Losungen befolgt. Nach dem Einengen der organischen Phase wurde der Bodensatz mit
25 uL TBME und 25 pL einer 0,1 M TASH-L6sung rekonstituiert, in ein GC/MS-Vial iiber-
fiihrt und ggf. inkubiert (in Anlehnung an Sporkert et al. [67]). Danach erfolgte ohne weitere
Aufarbeitungsschritte die Messung mit der entsprechenden GC/MS-Methode.

Fiir die Bestimmung von Buprenorphin nach Extraktion aus Serum wurde analog der Aufarbei-
tung und Derivatisierung der Cannabinoide mit TASH vorgegangen. Abweichend zu der
genannten Extraktion wurde in Schritt (2) aus Kapitel 3.5.2 das Serum mit 1 mL Dinatrium-

hydrogenphosphat alkalisiert; die weiteren Schritte wurden unveréndert beibehalten.

3.5.4 Kalibration

Die Berechnung der Grenzwerte erfolgte sowohl iiber das Signal/Noise-Verhéltnis (S/N), als
auch mit Hilfe der Kalibrierfunktion, welche sich nach linearer Regression aus den Mittelwer-
ten der Sechsfachmessung ergaben. Die in Tab. 4 aufgefiihrten Kalibratoren wurden fiir die

5-Punkt-Kalibrierung verwendet.

Tab. 4: Kalibratorkonzentrationen fiir den Nachweis von THC, THC-OH und THC-COOH im Serum

Kalibratornummer 1 2 3 4 5
THC [ng/mL] 0,5 1 2 3 4
THC-OH [ng/mL] 0,5 1 2 3 4
THC-COOH [ng/mL] 5 10 15 20 25

Als ISTD wurden folgende Konzentrationen gewdhlt: 10 ng/mL THC-Ds3, 10 ng/mL
THC-OH-D3 und 20 ng/mL THC-COOH-D;

3.6 Haaranalyse

3.6.1 Herstellung eines Haarpools und Haarvorbehandlung

Fiir diverse Voruntersuchungen konnte auf asserviertes Probenmaterial eines authentischen
THC-positiven Haarpools eines Obduktionsfalles aus dem Rostocker Institut fiir Rechts-

medizin [72] zuriickgegriffen werden.
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Die Haare lagen bereits aufgrund fritherer Analysen dekontaminiert und pulverisiert vor, sodass
die unter 3.6.2 genannten Aufbereitungsschritte entfielen. Fiir die Untersuchungen wurden die
Segmente 1-10 gepoolt und anschlieBend in einem luftdicht verschlossenem Getal3 bis zur Ver-
wendung aufbewahrt.

Fiir die Validierungsmessungen wurde ein Haarpool aus dem Haarschnitt von Freiwilligen ver-
wendet, die nach eigenen Angaben keine Betdubungsmittel konsumierten. Der gewonnene
Haarpool wurde griindlich durchmengt und nacheinander in einer Detergenzldsung, Aceton und
Diethylether im Ultraschallbad fiir je 15 min pro Losungsmittel dekontaminiert. Nach Trock-
nung des Probenmaterials zwischen Filterpapier erfolgte die Zerkleinerung der Haare in einer
Kugelmiihle bis zur Pulverisierung. AnschlieBend wurde dieser Pool griindlich vermengt und
in einem verschraubbaren Gefal3 autbewahrt.

Um Cannabinoidkonzentrationsprofile im Haar darzustellen, wurden in den Kapiteln 4.6.6.1
und 4.6.6.3 zwei Haarstrange von zwei freiwilligen Probanden analysiert, die anamnestisch
iiber regelmiBigen Cannabiskonsum berichteten. Dazu wurden die Haare aus der Okzipitalre-
gion des jeweiligen Probanden entnommen, mit der eben aufgefiihrten Aufarbeitung dekonta-
miniert und in Abschnitte zu je einem Zentimeter gegliedert. AnschlieBend erfolgte eine seg-
mentweise Aufarbeitung und Analyse der gesamten Striange nach der im folgenden Kapitel be-

schriebenen Vorgehensweise.

3.6.2 Aufarbeitung der Haarmatrix

Fiir die Validierungsmessungen und weiteren Analysen zur Cannabinoidbestimmung im Haar
wurde folgende Vorgehensweise gewéhlt:

(1) 50 mg des Haarpools wurden eingewogen, in ein 10 mL Plastikgefal3 gegeben und
mit Analyt (fiir die Basisvalidierung), 200 pg/mg THC-D3 sowie 2 ng/mg CBN-D3
bzw. CBD-Djs als ISTD versetzt

(2) Zugabe von 1 mL einer wiéssrigen 1 M NaOH-L6sung und Inkubation im Trocken-
schrank fiir 30 min bei 80 °C

(3)  Uberfiihren des Hydrolysates in ein Reagenzglas mit anschlieBender LLE nach
Zugabe von 4 mL 1-Clorbutan

(4) Extraktion fiir 15 min auf dem Riittler mit nachfolgender Zentrifugation fiir 3 min
bei 3000 rpm

(5) Uberfiihren der organischen Phase in ein Zentrifugenglas, anschlieBend einengen

des Losungsmittels bei 40 °C unter Druckluft bis zur Trockene
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(6) Rekonstitution des Bodensatzes mit 25 uL TBME und 25 pL der jeweiligen TASH-
Losung, vortexen und iiberfiihren in ein GC/MS-Vial
(7) Inkubation fiir 30 min bei 80 °C im Trockenschrank, Messung mit GC/MS

Da in bestimmten Féllen auch der Nachweis von CBN und CBD als Plausibilitdtskontrolle
gefordert wird [51], wurden diese im Rahmen der Messungen zu den Kapitel 4.6.6.1 und 4.6.6.3
semiquantitativ mitbestimmt. THCA-A konnte qualitativ nur in dem Haarstrang, der in Kapitel
4.6.6.3 dargestellt ist, bestimmt werden. Um die zusétzliche Bestimmung der THCA-A durch-
fithren zu kdnnen, musste nach Abpipettieren der organischen Phase (Schritt 5) erneut eine LLE
des Hydrolysates mit einem LMG bestehend aus 1-Chlorbutan und Ethylacetat (3/1, v/v) durch-
gefiihrt werden; die nachfolgenden Schritte erfolgten wie oben aufgefiihrt.

3.6.3 Kalibration

Mit der Wahl der in Tab. 5 aufgelisteten Kalibratorkonzentrationen wurde versucht, einen
Kompromiss zwischen den Grenzwertempfehlungen der GTFCh und SoHT einerseits und dem
in der Literatur beschriebenen Erwartungsbereich fiir die THC-Konzentrationen im Haar

(zwischen 0,06-7,6 ng/mg) [15] andererseits einzugehen.

Tab. 5: Kalibratorkonzentrationen fiir den Nachweis von THC im Haar

Kalibratornummer 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
THC [pg/mg] 10 | 20 | 50 | 100 | 200 | 500 | 700 | 1000 | 2000 | 3000

3.7 Urinanalyse

Fiir die Analysen wurden authentische, bereits positiv auf THC-COOH getestete, asservierte

Urinproben des Rostocker Instituts fiir Rechtsmedizin verwendet.

(1) Zu 1 mL Urin wurden 20 ng/mL. THC-COOH-Ds3 (ISTD) hinzugegeben

(2) Alkalisieren des Urins mit 200 pL einer 1 M NaOH-Losung (Glucuronidspaltung),
vortexen und Inkubation bei 80 °C im Trockenschrank fiir 1 h

3) Anséduern des Urins durch Zugabe von 300 uL einer 1 M HCI-Losung

(4) LLE mit 4 mL 1-Chlorbutan fiir 10 min auf dem Riittler
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(%) Zentrifugation fiir 5 min bei 4000 rpm, Uberfiihrung der organischen Phase in ein
Zentrifugenglas mit nachfolgendem Einengen bei 40 °C unter Druckluft bis zur
Trockene

(6) Rekonstitution des Bodensatzes mit 50 uLL MSTFA bzw. 25 uLL TESH und 25 puL
TBME, GC/MS-Messung
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Voruntersuchungen

4.1.1 Derivatisierung der Cannabinoide mit Alkyliodiden

Die wie in Kapitel 3.5.2 beschriebenen Derivatisierungs- und Messvorgénge im GC/MS-Scan
filhrten zu Totalionenchromatogrammen (TIC), aus denen die fiir die Erstellung einer
SIM-Methode bendétigten Molekiil- und Fragmentionen sowie die RT ermittelt wurden. Abb. 5
zeigt beispielhaft das Massenspektrum und Fragmentierungsmuster des ethylierten THC-Deri-
vates (c = 3 pg/50 uL Ethylacetat) nach EI. Es konnten u. a. drei Fragmentionen sowie das
Molekiilion (m/z 342) identifiziert werden. Die lonen mit der hochsten Intensitét (ethyliertes
THC: m/z 327, 342 und 313; RT 13,76 min) wurden zum Aufbau einer SIM-Methode herange-
zogen. Die entsprechenden Ionen des ISTD sind nicht dargestellt, ihre Massen liegen jeweils

um 3 u hoher als die der Analyten.
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Abb. 5: EI-Massenspektrum und Fragmentierungsmuster des ethylierten THC-Derivates bei einer Kon-
zentration von ¢ = 3 pg/50 pL Ethylacetat

Neben der Ermittlung von SIM-Ionen aus den Massenspektren wurden die Alkylierungsreagen-
zien in Bezug auf das jeweilige Cannabinoid anhand der TIC kategorisiert (Tab. 6): Mit ,,+*
wurden alle Cannabinoidderivate versehen, bei denen im TIC ein prominenter Peak (ein Reak-
tionsprodukt) imponierte. Waren im Chromatogramm mindestens zwei prominente Peaks fest-
stellbar, welche dem Analyten potentiell zuzuordnen waren, so erfolgte eine Bewertung mit

»1/-“. Ein ,,-* symbolisiert, dass eine Detektion des Analyten ohne Umsetzung stattfand (gilt
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nur fiir THC) bzw. dass der Analyt aufgrund mangelnder Umsetzung nicht detektiert werden

konnte (gilt fiir THC-OH und THC-COOH).

Tab. 6: Auswertung der TIC nach Derivatisierung von THC, THC-OH und THC-COOH ohne Matrix mit
den aufgefiihrten Alkyliodiden; + ein Produkt, +/- mehrere Produkte, - kein Umsatz bzw. keine Detektion
des Analyten

Alkylierungsmittel THC THC-OH THC-COOH
1-Iodmethan + + +
1-Iodethan + + +
1-Todpropan + + +
2-lodpropan + +/- T
1-Iodbutan + + +
1-Tod-2-methylpropan + +/- +
2-lod-2-methylpropan - - -
1-lIodpentan + + +
1,1,1-Trifluor-2-iodethan +/- - R
1,1,1-Trifluor-3-iodpropan - - R

n-Alkyliodide erwiesen sich als die geeignetsten Derivatisierungsreagenzien fiir THC,
THC-OH und THC-COOH, da bei allen getesteten n-Alkyliodiden jeweils nur ein erwartetes
Reaktionsprodukt detektiert wurde (Kategorisierung mit ,,+* in Tab. 6). Bet THC-COOH und
THC-OH traten mit zunehmendem Molekulargewicht des Derivatisierungsreagenzes Reduzie-
rungen der absoluten Peakhdhen auf. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass in den TIC der
iso-alkylierten THC- bzw. THC-COOH-Derivaten in Ubereinstimmung mit dem Fragmentie-
rungsmuster der isomeren n-Alkyl-Cannabinoide nur ein prominentes Signal detektiert wurde.
Zu THC-OH konnten jeweils zwei Peaks zugeordnet werden, wobei der intensivere ein Peaktai-
ling aufwies. In den entsprechenden Chromatogrammen wurden sowohl einfach als auch dop-
pelt iso-alkyliertes THC-OH identifiziert, entsprechend erfolgte die Kategorisierung mit ,,+/-*.
Unter Verwendung von 2-lod-2-methylpropan als Alkylierungsreagenz konnte lediglich unde-
rivatisiertes THC detektiert werden, ein Signal von THC-OH und THC-COOH oder den ent-
sprechenden Derivaten war nicht registrierbar (Kategorisierung mit ,,-“ in Tab. 6).

Alternativ zu den Alkyliodiden wurde getestet, ob Trifluoralkyliodide als Derivatisierungsrea-
genzien Verwendung finden kdnnen. Dreifach fluorierte Kohlenstoffatome sind aufgrund der
starken Elektronegativitédt des Fluors (mit 3,98 hochste Elektronegativitit) sehr elektrophil und
reagieren entsprechend leicht mit nukleophilen Gruppen wie Phenolaten. Zudem wird durch die
Anwesenheit von drei zusitzlichen Fluoratomen eine weitere Massenzunahme der Analyten
erreicht, was zu einer Erh6hung der Signalintensitéten fiihren kann. Weiterhin zeichnen sich

24



fluorierte Derivate wegen erhdhter Lipophilie durch gute chromatographische Eigenschaften
aus.

Mit 1,1,1-Trifluor-2-iodethan wurde lediglich eine Alkylierung des THC detektiert, fiir
THC-OH und THC-COOH konnten keine Umsetzungen festgestellt werden. Es zeigte sich
aber, dass es bei der Umsetzung mit 1,1,1-Trifluor-2-iodethan zu einer Abspaltung eines Fluor-
anstatt des lodatoms kam, sodass 1,1-Difluor-2-iodethan-THC (Peak 3 in Abb. 6) mit einer
Masse von m/z 504 entstand. Zusétzlich waren ethyliertes THC (Peak 1) und underivatisiertes

THC (Peak 2) im Chromatogramm nachweisbar.
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Abb. 6: TIC des mit 1,1,1-Trifluor-2-iodethan derivatisierten THC in einer Konzentration von
¢ =3 ng/50 pL Ethylacetat; Ethyl-THC (1), underivatisiertes THC (2), 1,1-Difluor-2-iodethyl-THC (3)

Mit 1,1,1-Trifluor-3-iodpropan konnte nur underivatisiertes THC detektiert werden. Ein

Umsatz mit dem Reagenz war bei allen drei Analyten nicht zu beobachten.

4.1.2  Ermittlung von SIM-Ionen der Analyten, der ISTD und RT

Aus den TIC wurden die fiir die Erstellung von GC/MS-SIM-Methoden benétigten SIM-Ionen
der alkylierten Analyten, der ISTD sowie die entsprechenden RT ermittelt (Tab. 7). lonen, die
in Tab. 7 mit ,,** markiert sind, wiesen die am wenigsten gestorten Messsignale auf und wurden
zur Ermittlung der Bestimmungsgrenzen (BG) iiber S/N = 10 herangezogen. Gelb markierte
Ionenpaare wurden als Quantifier, griine Ionen (geringere Signalintensitdten als Quantifier-Io-
nen) als Qualifier flir die Basisvalidierung verwendet. Die eben genannte Kennzeichnung wurde
der Ubersichtlichkeit halber lediglich fiir diejenigen Derivate vorgenommen, die fiir weitere

Analysen von Bedeutung waren. Pro Alkylierungsreagenz wurde eine GC/MS-SIM-Methode

25



entwickelt, mit der die jeweiligen Cannabinoidderivate, die in Tab. 6 mit ,,+/-“ oder mit ,,+

beurteilt wurden, simultan erfasst werden konnten. Fiir THCA-A wurden lediglich die Ionen

des Analyten ermittelt, da ein deuteriertes Analogon nicht zur Verfligung stand.

Tab. 7: SIM-Ionen der Analyten, der ISTD und ermittelte RT der Cannabinoidderivate; * am wenigsten
gestorte Ionen, Quantifier gelb, Qualifier griin

1,1,1 Trifluor-2-io-
dethan

Derivatisierungsmittel Analyt/ISTD SIM-Ionen Analyt/ISTD [m/z] | RT [min]

THC/THC-D; 245/248,313*/316, 328/331 13,71
THC-OH/THC-OH-D3 313*/316, 358/361 14,48
Iodmethan/TMSH THC-COOH/THC-COOH-D; 313*/316, 357/360, 372/375 15,18
CBN/CBN-D; 309/312, 324/327 13,94
CBD/CBD-D; 243/246, 274/279, 342/345 12,94
THCA-A 339, 386, 371 14,66
THC/THC-Ds 313/316, * ,342/345 13,76
THC-OH/THC-OH-Ds (2 x ethyliert) * , 371/374, 386/389 14,75
THC-OH/THC-OH-Ds (1 x ethyliert) 313/316, * ,358/361 14,94
1-Iodethan/TESH THC-COOH/THC-COOH-D; * , 385/388, 400/403 15,52
CBN/CBN-D; 323/326, 338/341 14,05
CBD/CBD-D; 249/252, 302/305, 370/373 13,19
THCA-A 339,414, 369 14,84
THC/THC-Ds 313/316, 341*/344, 356/359 14,07
THC-OH/THC-OH-Ds (2 x propyliert) 341%*/344,399/402, 414/417 15,35
THC-OH/THC-OH-Ds (1 x propyliert) 341%*/344,372/375,329/332 15,23
1-lodpropan/TPSH THC-COOH/THC-COOH-D; 341%*/344, 413/416, 428/431 16,19
CBN/CBN-D; 337/340, 352/355 14,35
CBD/CBD-D; 277/280, 330/333, 398/401 13,72
THCA-A 341, 383, 442 15,36
THC/THC-Ds 313*/316, 341/344, 356/359 13,69
2 Todpropan THC-OH/THC-OH-Ds (2 x iso-propyliert) | 341%/344,399/402, 414/417 14,74
THC-OH/THC-OH-Ds (1 x iso-propyliert) | 341/344, 372/299, 299/302 14,85
THC-COOH/THC-COOH-D; 341%*/344, 413/416, 428/431 15,47
THC/THC-Ds 313/316, 355/358, 370* 14,37
THC-OH/THC-OH-Ds3 355*/358, 427/430, 442/445 16,04
THC-COOH/THC-COOH-D; 355%*/358, 441/444, 456/459 17,01

1-lodbutan/TBSH
CBN/CBN-D; 366/369, 14,68
CBD/CBD-D; 305/308, , 426/429 14,29
THCA-A 341, 397, 470 16,01
THC/THC-D; 313/316, 355/358, 370*%/373 14,18
THC-OH/THC-OH-Ds (2 x iso-butyliert) | 355%/358, 367/370, 442/445 15,53

1-Iod-2-methylpropan - -

THC-OH/THC-OH-Ds (1 x iso-butyliert) 355/358,371/374,386/389 15,36
THC-COOH/THC-COOH-D; 355%/358, 399/402, 456/459 16,42
THC/THC-D; 313/316, 369/372, 384*/387 14,77
1-Iodpentan THC-OH/THC-OH-Ds3 369*/372, 455/458, 470/473 16,92
THC-COOH/THC-COOH-D; 369%/372, 469/472, 484/487 18,09
THC/THC-D; 460/463, 489/492, 504*/507 14,91

THC-OH/THC-OH-D3

THC-COOH/THC-COOH-Ds
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4.2 Serumanalyse

4.2.1 GC/MS-SIM-Messungen und Ermittlung der BG iiber das S/N-Verhiltnis

Nach den durchgefiihrten Scan-Messungen schlossen sich zur genaueren Analyse GC/MS-
SIM-Messungen an. Beispielhaft ist ein aus diesen Messungen resultierender Ausschnitt eines

Ionenchromatogramm des ethylierten THC-Derivates (nach Serumextraktion) in Abb. 7 darge-

stellt.
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Abb. 7: Ausschnitt eines Ionenchromatogramms einer Serumprobe bei einer Konzentration von
¢ =10 ng/mL (THC sowie THC-D3) nach Ethylierung mit 1-Iodethan

Die detektierten Ionenspuren des Analyten (m/z 313, 327 und 342) sowie die des deuterierten
ISTD (m/z 316, 330 und 345) waren ungestort. Die berechneten Responsefaktoren [73, 74]
lagen bei 1 (RFz13316= 1,03, RF307530= 1,06, RF 342145 1,01), sodass diese bei einer semiquanti-
tativen Ermittlung der Analytkonzentration per Isotopenverdiinnung nicht beriicksichtigt
werden miissen.

Anhand der GC/MS-SIM-Chromatogramme wurden mit Hilfe der ChemStation-Software
E. 02.02.1431 unter Verwendung der Quantifier (Tab. 7) die BG der jeweiligen Cannabinoid-
derivate iiber das S/N-Verhiltnis (S/N = 10) ermittelt (Tab. 8). Als Matrix wurde Serum
genutzt. Die Konzentrationen fiir THC und THC-OH betrugen jeweils 10 ng/mL, fiir
THC-COOH wurden 20 ng/mL eingesetzt.
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Tab. 8: BG (S/N = 10) der mittels Alkyliodiden derivatisierten Cannabinoiden bei einer Konzentration von
10 ng/mL THC bzw. THC-OH sowie 20 ng/mL fiir THC-COOH (n =3, MW und Spannweite); Daten der
Ethyl-Cannabinoide fett

s THC THC-OH THC-COOH
Derivatisierungs- _ . .
mittel MW Spannweite MW Spannweite MW Spannweite

[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
1-Iodethan 3,13 2,56-3,55 0,77 0,67-0,97 2,15 1,87-2,44
1-lodpropan 2,08 1,38-2,52 0,92 0,75-1,04 1,43 0,76-1,81
2-lodpropan 1,81 1,79-1,84 28,1 26,3-30,3 7,64 4,31-9,35
1-Iodbutan 2,09 1,77-2,38 2,34 1,72-2,79 3,28 1,19-5,49
Ilod-2-methyl-—| ) 4, 1,05-1,15 18,0 12,2278 18,0 7,87-313

propan

1-lodpentan 2,68 2,28-3,05 18,1 14,9-20,8 24,6 14,9-34,5

Fiir THC lieB sich unter Verwendung von 1-lodethan eine BG von 3,13 ng/mL eruieren, mit
1-lod-2-methylpropan als Derivatisierungsmittel betrug diese 1,1 ng/mL (Tab. 8). Bei THC-
OH und THC-COOH traten Erhohungen der BG fiir die n-Alkyl-Derivate mit zunehmender
Kettenldnge des Alkylierungsreagenzes auf (mit Ausnahme des n-Propyl-THC-COOH). Die
BG der untersuchten n-Alkyl-THC-OH- bzw. n-Alkyl-THC-COOH-Derivate waren im Gegen-
satz zu den iso-Alkyl-THC-OH- bzw. iso-Alkyl-THC-COOH-Derivaten deutlich niedriger; fiir
THC konnte Gegenteiliges festgestellt werden. Da 1-lodethan als Derivatisierungsreagenz fiir
die Basisvalidierung verwendet wurde, sind die Daten der Ethyl-Cannabinoide in Tab. 8 fett

hervorgehoben.

4.2.2 Beurteilung der Alkyliodide als Derivatisierungsreagenz fiir Cannabinoide

Die u. a. von Moller et al. [65] bzw. Kintz et al. [64] etablierte Reaktion von Methyliodid mit
den Cannabinoiden THC, THC-OH und THC-COOH basiert auf folgender theoretischer Uber-
legung:

Aufgenommen in DMSO reagiert das Proton der phenolischen Hydroxygruppe des THC unter
Zusatz von TBAH zu Wasser (Abb. 8). DMSO (dipolar-aprotisch) dient als Losungsvermittler
zwischen den Reaktanten. Anschlieend erfolgt an dem THC-Anion durch ein Alkyliodid eine
Alkylierung des Phenolates. Dabei kommt es zur nukleophilen Substitutionsreaktion (Sn2-Re-
aktion) zwischen dem Phenolatrest des THC (nukleophil) mit dem Kohlenstoff der Alkylkette
(elektrophil), sodass alkyliertes THC als ein Produkt entsteht [75]. Das zusitzlich bei der
Reaktion entstehende freie lodidion (entsprechend des ,,Hard and Soft Acids and Bases®-

Konzepts eine weiche Base) kann mit dem Tetrabutylammonium-Ion (weiche Séure) [76] ein
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thermodynamisch stabiles Salz bilden. Analog reagieren die allylstindige OH-Gruppe des
THC-OH und die Carboxylgruppe der THC-COOH.

o

N

+C3Hyl [ -H,

N
+ }‘\_\
1©
Abb. 8: Postulierte Sx2-Reaktion zur Bildung von Alkyl-THC unter Verwendung von TBAH, DMSO und
1-Iodpropan; es entstehen Wasser, Tetrabutylammoniumiodid und propyliertes THC

C5H1|

An Voruntersuchungen im GC/MS-Scan zeigte sich, dass n-Alkyliodide mit allen drei Analyten
jeweils nur zu einem detektierbaren Hauptprodukt reagierten (Tab. 6). Entsprechend scheinen
diese besonders fiir die Umsetzung der analysierten Cannabinoide geeignet zu sein. Es war
auffallig, dass die Peakh6hen mit zunehmendem Molekulargewicht des Derivatisierungsrea-
genzes bei allen Cannabinoiden abnahmen.

Bei THC-OH entstanden unter Verwendung der iso-Alkyliodide im Vergleich zu den isomeren
n-Alkyliodiden zwei prominente Signale, wobei das intensivere ein Peaktailing aufwies.
Peaktailing kann immer dann beobachtet werden, wenn es zur Absorption polarer Substanzen

am Fiillstoff des Verdampfers kommt [73] oder diese in die Séule der GC eingetragen werden
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[63]. Aufgrund der Intensitdtsunterschiede der Peaks war es offensichtlich, dass das Reaktions-
gleichgewicht zugunsten des Monoalkyl-THC-OH verschoben war. Dies ist mit einer eventuell
geringeren Reaktivitdt der iso-Alkyliodide begriindbar. Weiterhin konnte die geringere Reakti-
vitét allylstandiger im Vergleich zu phenolischen Hydroxyfunktionen (hohere Reaktivitit) fiir
die unvollstindige Umsetzung des THC-OH mit den iso-Alkyliodiden in Frage kommen. Da
THC lediglich iiber eine phenolische Hydroxygruppe verfiigt, konnte eine Aufspaltung in meh-
rere Produkte nicht beobachtet werden. Gleiches galt fiir THC-COOH, die neben der phenoli-
schen Hydroxygruppe auch eine ohnehin stirker acide allylstindige Carboxylfunktion besitzt,
sodass beide Gruppen alkyliert werden.

Unter Verwendung von 2-lod-2-methylpropan (zert-Butyliodid) wurde bei keinem Analyten
eine Umsetzung registriert. Entsprechend lag die Vermutung nahe, dass mit zunehmender Ver-
zweigung der Alkyliodide eine Abnahme der Reaktivitit verbunden ist. Die Annahme, dass
underivatisiertes THC-OH bzw. THC-COOH nicht erfasst werden konnen, wird nur in einer
Literaturstelle beschrieben [19], deckt sich aber mit den hier vorgestellten Ergebnissen.

Um validere Aussagen dariiber treffen zu konnen, inwieweit eine Erh6hung der Molekiilmasse
der Analyten mit einer sensitiveren und selektiveren massenspektrometrischen Detektion ein-
hergeht, wurden GC/MS-SIM-Messungen an die durchgefiihrten Scan-Messungen angeschlos-
sen. Ein aus diesen Messungen resultierender Ausschnitt eines lonenchromatogrammes des
ethylierten THC-Derivates ist in Abb. 7 dargestellt. Die detektierten lonenspuren waren nahezu
ungestort. Somit konnte ein bekanntes Problem bei der Methylierung der Cannabinoide beho-
ben werden, da sich dort hdufig nur vier Ionen (zwei des Analyten, zwei des ISTD) ungestort
detektieren lieBen [39].

Anhand von GC/MS-SIM-Chromatogrammen wurden die BG ermittelt. Nach Auswertung der
Chromatogramme und Berechnung des Grenzwertes [54] (S/N = 10, Tab. 8) wurde deutlich,
dass sich unter Verwendung der iso-Alkyliodide im Vergleich zu den isomeren n-Alkyliodiden
deutlich hohere BG fiir THC-OH und THC-COOH f{iber das S/N-Verhiltnis ermitteln lieBen.
Bei THC-OH wurde das Signal des Dialkyl-Produktes zur Ermittlung der BG herangezogen,
obwohl dieses Signal im TIC von geringerer Intensitit als das des Monoalkyl-Produktes war.
Bei dem einfach alkylierten Produkt war jedoch aufgrund des Peaktailing mit einem deutlichen
Sensitivititsverlust zu rechnen, entsprechend wurde auf dessen zusétzliche Erfassung in der
SIM-Methode an dieser Stelle verzichtet. Die Erhohung der THC-COOH-Bestimmungsgren-
zen, die mit den iso-Alkyliodiden im Vergleich zu den n-Alkyliodiden eruiert wurden, konnten
auf eine sterische Hinderung der Reaktanten zuriickgefiihrt werden. Gleiches trifft auf den

Anstieg der BG des n-pentylierten THC-OH sowie des THC-COOH-Derivates im Vergleich zu
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den n-butylierten oder n-propylierten zu.

Anhand der in Tab. 8 dargestellten Daten lie3 sich die Annahme einer sensitiveren massenspek-
trometrischen Detektion mit Erhohung des Molekulargewichtes der Analyten, die doppelt
derivatisiert werden miissen, nicht bestdtigen. Niedrige Grenzwerte mit hohermolekularen
Alkylierungsreagenzien wurden iiber das S/N-Verhiltnis fiir THC-OH und THC-COOH eben-
falls nicht festgestellt. Fiir THC konnte die Tendenz nicht beobachtet werden, da die BG
zwischen 3,13 ng/mL (Ethyl-THC) und 1,1 ng/mL (iso-Butyl-THC) schwankten, sodass 1-lod-
2-methylpropan als Reagenz der Wahl diskutiert werden kann, sollte nur der Nachweis von

THC gefordert sein, was in der Praxis jedoch nicht iiblich ist.

4.2.3 Basisvalidierung der ethylierten Cannabinoidderivate unter Verwendung von
1-Iodethan

Aufgrund der ungestorten Ionenspuren (Abb. 7) wurde 1-lodethan als Alkylierungsreagenz fiir
die Basisvalidierung verwendet. Die Messwerte, die in den Kapiteln 4.2.3.1 und 4.2.3.2 darge-
stellt sind, wurden sechs Kalibrationsgeraden entnommen, die innerhalb des Routinebetriebes

generiert wurden.

4.2.3.1 Basisvalidierung des ethylierten THC-Derivates

Die Basisvalidierung der entwickelten Methode orientierte sich an den Empfehlungen der
GTFCh [51] und beinhaltet u. a. die Parameter Linearitit, Berechnung der analytischen Grenz-
werte, Bias und Wiederholprizision, welche mit Hilfe von Valistat bestimmt wurden. Zur Be-
stimmung der Linearitdt wurden 5-Punkt-Kalibrierungen mit sechs Wiederholungsmessungen
an verschiedenen Tagen erstellt. Anschlieend erfolgte die Quotientenbildung aus den Integra-
len des Quantifier (signalstdrkstes Ion des Analyten/signalstirkstes Ion des ISTD) bzw. Quali-
fier (signalschwichstes Ion des Analyten/signalstdrkstes Ion des ISTD). Abb. 9 zeigt die
Kalibrierfunktionen, die iiber lineare Regression ermittelt wurden. In Tab. 9 sind die dazuge-
horigen Regressionsgleichungen, Bestimmtheitsmalle und Grenzwerte aufgefiihrt. Eine zusétz-

liche Priifung auf Linearitit erfolgte mittels F-Test.
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Abb. 9: Kalibrierfunktion von Quantifier und Qualifier des mittels 1-Iodethan ethylierten THC (n =6
Messungen pro Kalibrator)

Die in Tab. 9 angegebenen Grenzwerte fiir Ethyl-THC wurden auf Grundlage der Kalibrier-
funktion mit Rechenformeln ermittelt, die der DIN 32645 entsprechen und Valistat zugrunde
liegen. Fiir die statistische Berechnung der BG wurde nach den Empfehlungen der GTFCh [77]
ein a-Fehler von 1 % und eine Ergebnisunsicherheit von 33 % (k = 3) angenommen (Tab. 9,
fett), bei der Nachweisgrenze (NG) betrug a = 10 % bei gleicher Ergebnisunsicherheit (eben-
falls fett in Tab. 9). Nicht hervorgehobene Werte in Tab. 9 dienen der Vollstindigkeit.

Tab. 9: Regressionsgleichungen, BestimmtheitsmaBe (R?), NG, Erfassungsgrenzen (EG) und BG des mittels
1-Iodethan ethylierten THC; nach den Empfehlungen der GTFCh bestimmte Grenzwerte fett

Kenngrofie Regressionsgleichung R? NG [ng/mL] EG [ng/mL] BG [ng/mL]
Quantifier y =0,0749x + 0,0479 0,9988 0,35 0,69 1,00
Qualifier y=0,0351x + 0,0344 0,9935 0,29 0,59 0,99

Zur Bestimmung der Genauigkeit wurden zwei Qualitdtskontrollen in einer Konzentration von
c = 1 ng/mL bzw. 4 ng/mL (Sollwerte) an acht verschiedenen Tagen gemessen und deren Kon-
zentration liber die Analysefunktion berechnet. Wéahrend die Messwerte der niedrigen Quali-
tatskontrollen eng um den Erwartungswert von 1 ng/mL streuten, zeigten die hohen Qualitéts-
kontrollen im betrachteten Zeitraum eine geringfiigige systematische Abweichung nach oben,
die aber als tolerierbar eingestuft wurden. Dies spiegelte sich auch in der ermittelten Prézision
(relative Standardabweichung (RSD) niedrige Kontrolle 4,9 %, hohe Kontrolle 6,3 %) und Bias
(niedrige Kontrolle bei 5,4 %, hohe Kontrolle bei 11,6 %) wider. Weitere Parameter der Vali-
dierung werden zugunsten der Ubersichtlichkeit im Hauptteil nicht weiter aufgefiihrt, sondern

sind den Valistat-Protokollen im Anhang zu entnehmen.
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4.2.3.2 Basisvalidierung des ethylierten THC-OH- bzw. THC-COOH-Derivates

Entsprechend der Vorgehensweise aus Kapitel 4.2.3.1 wurden die linearen Regressionen fiir die
THC-OH- bzw. THC-COOH-Kalibratoren durchgefiihrt. Sowohl fiir THC-OH (Abb. 10), als
auch fiir THC-COOH (Abb. 11), konnten lineare Zusammenhénge festgestellt werden, wie u. a.

aus den in den Tab. 10 und 11 aufgefiihrten Parametern ersichtlich wird.
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Abb. 10: Kalibrierfunktion von Quantifier und Qualifier des mittels 1-Iodethan ethylierten THC-OH (n = 6
Messungen pro Kalibrator)

Tab. 10: Regressionsgleichungen, R?, NG, EG und BG des mittels 1-Iodethan ethylierten THC-OH; nach
den Empfehlungen der GTFCh bestimmte Grenzwerte fett

KenngroBe Regressionsgleichung R? NG [ng/mL] EG [ng/mL] BG [ng/mL]
Quantifier y =0,1026x - 0,0093 0,9997 0,16 0,32 0,54
Qualifier y=0,0031x - 0,0010 0,999 0,12 0,23 0,46

Die Ergebnisse der Genauigkeitsanalyse der THC-OH-Detektion konnten mit einer Prizision
von RSD = 5,0 % fiir die niedrige bzw. RSD = 2,5 % fiir die hohe Kontrolle sowie einem Bias
von -3,2 % (niedrige Kontrollen) bzw. -2,9 % (hohe Kontrollen) ermittelt werden und lagen
somit dicht an den Erwartungswerten.

Gleiches galt fiir die Genauigkeit des THC-COOH-Nachweises (siche Anhang). Wie auch bei
dem ethylierten THC, wurden die Vorgaben der GTFCh [44] zur Detektion des THC-COOH
erfullt.
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Abb. 11: Kalibrierfunktion von Quantifier und Qualifier des mittels 1-Iodethan ethylierten THC-COOH
(n = 6 Messungen pro Kalibrator)

Tab. 11: Regressionsgleichungen, R%, NG, EG und BG des mittels 1-Iodethan ethylierten THC-COOH; nach
den Empfehlungen der GTFCh bestimmte Grenzwerte fett

Kenngrofie Regressionsgleichung R? NG [ng/mL] EG [ng/mL] BG [ng/mL]
Quantifier y =0,0526x + 0,0257 0,9998 1,00 2,01 3,34
Qualifier y =0,0144x + 0,0295 0,9997 0,38 0,76 1,55

4.2.3.3 Fazit zur Ethylierung der Cannabinoide mit 1-lodethan

Wihrend sich {iber das S/N-Verhéltnis eine BG fiir Ethyl-THC von 3,13 ng/mL (Tab. 8, fett)
ermitteln lieB, ergab sich mit Hilfe der linearen Regression eine BG von 1,00 ng/mL. Eine Sen-
kung der BG lie} sich weiterhin fiir THC-OH (0,77 ng/mL tiiber das S/N-Verhéltnis im Ver-
gleich zu 0,54 ng/mL bei der linearen Regression) erzielen. Eine konsequenzenlose Erhohung
dagegen zeigte sich fiir das ethylierte THC-COOH-Produkt.

Aus den hier auszugweise aufgefiihrten Validierungsparametern und weiterer, im Anhang be-
findlicher Werte, resultiert, dass die Nachweismethode mit 1-lodethan als Alkylierungsmittel
auch nach den Empfehlungen der GTFCh geeignet ist. Entsprechend wurde diese unverindert
zur Anwendung in die tigliche Routineanalytik iiberfiihrt. Ergebnisse, die in regelméBig durch-
geflihrten Ringversuchen erzielt werden (Tab. 12), rechtfertigen fortlaufend den Einsatz der
Methode und bestédtigen deren Robustheit.
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Tab. 12: Auszug aus den Ergebnissen der Ringversuche fiir Betiubungsmittel im Serum; Ist-Wert, Soll-
Wert und z-score der via 1-Iodethan ethylierten Cannabinoide

Ringversuchs- THC THC-OH THC-COOH
ummer Ist Soll z- Ist Soll z- Ist Soll z-

[ng/mL] | [ng/mL] | score | [ng/mL] | [ng/mL] | score | [ng/mL] | [ng/mL] | score
BTMF 3/14 [78] 4.4 3,68 1,04 2,31 2,53 -0,44 51,2 57,6 -0,90
BTMF 1/15 [79] 2,74 2,14 1,36 2,13 2,06 0,16 27,1 28,3 -0,30
BTMF 2/15 [80] 6,34 6,04 0,28 3,01 2,64 0,71 70,9 70,9 0,00
BTMF 3/15 [81] 9,47 9,41 0,03 5,25 4,92 0,37 73,3 73,8 -0,05
BTMF 1/16 [82] 1,4 1,93 -1,32 1,82 1,73 0,24 26,8 30,8 -0,95

4.2.4 Derivatisierung der Cannabinoide mit TASH
4.2.4.1 Syntheseergebnisse der Trialkylsulfoniumsalze

Nach luftdichtem Verschluss und Inkubation des Gemisches (Kapitel 3.4) fiir eine Woche bei
80 °C im Trockenschrank, konnte eine Farbverdnderung der Losung von urspriinglich farblos
zu bernsteinfarben beobachtet werden. Nach Einengen der Ldsung bis zur Trockene unter
Druckluft bei 40 °C entstand ein braunlich-violettes Rohprodukt. Durch mehrmaliges Waschen
mit Ethylacetat kristallisierte ein weilles Salz aus, das bei -25 °C aufbewahrt wurde. Die Aus-
beute an Tripropylsulfoniumiodid betrug ca. 28 %, an Tributylsulfoniumiodid ca. 27 % und an
Triisopropylsulfoniumiodid ca. 14 %. Eine Verschiebung des Reaktionsgleichgewichtes
zugunsten der Produkte iiber Optimierung der Reaktionsbedingungen wurde nicht angestrebt,
da ausreichend Material fiir umfangreiche Untersuchungen zur Verfiigung stand.

Aus dem jeweils entstandenen Trialkylsulfoniumiodid wurde eine 0,1 M Trialkylsulfonium-
hydroxidlosung hergestellt, in dem eine berechnete Masse des Trialkylsulfoniumiodids
(Triethylsulfoniumiodid = 121 mg, Tripropylsulfoniumiodid bzw. Triisopropylsulfonium-
iodid = 144 mg, Tributylsulfoniumiodid = 166 mg) in 5 mL Methanol geldst wurde. Nachfol-
gend wurde zu der Losung eine dquimolare Menge Silber(I)oxid (115 mg) gegeben und die
Suspension fiir 30 min im Ultraschallbad inkubiert. Nach Zentrifugation und Abdekantieren
des Uberstandes erfolgte die Lagerung der Lésung bei -25 °C, der Bodensatz (bestehend aus
Silberiodid) wurde verworfen. AbschlieBend wurde die Identitit der Produkte durch '3C-,!3C-
DEPT- und '"H-NMR-Messungen abgesichert.

4.24.2 Auswertung der GC/MS-Totalionenchromatogramme

Es wurde gepriift, ob sich mit den synthetisierten TASH die zu erwartenden Cannabinoidderi-
vate bildeten. Dazu wurden THC, THC-OH und THC-COOH in einer Konzentration von

c =3 ug/50 uL LMG (bestehend aus 25 uL TBME und 25 pL. TASH) im Totalionenstrom
35



gemessen. Um die erzielten Ergebnisse iibersichtlich darzustellen, erfolgte eine tabellarische
Einteilung in drei Kategorien (Tab. 13): Mit ,,+* wurde bewertet, wenn das jeweilige Derivat
aufgrund des Fragmentierungsmusters und der RT dem vollstindig alkylierten Produkt, wel-
ches bereits aus Kapitel 4.1.1 bekannt war, entsprach. Wenn sowohl die Mono- als auch die
Dialkyl-Derivate im Massenspektrum detektiert wurden, erfolgte die Bewertung mit ,,+/-*“. Ein
»— symbolisiert, dass keine Umsetzung stattfand bzw. keine Detektion des Analyten moglich
war.

Tab. 13: Auswertung der TIC nach Derivatisierung von THC, THC-OH und THC-COOH ohne Matrix mit

dem jeweiligen TASH; + ein vollstindig umgesetzter Analyt, +/- einfach und doppelt alkylierte Derivate,
- keine Umsetzung (THC) bzw. keine Detektion méglich (THC-OH und THC-COOH)

Derivatisierungsmittel THC THC-OH THC-COOH
TMSH + + +
TESH + +/- +
TPSH + +/- +
TIPSH -
TBSH + +/- +

Bis auf Triisopropylsulfoniumhydroxid (TIPSH) reagierten alle getesteten TASH mit den Ana-
lyten (Tab. 13). Auffillig bei den THC-OH-Derivaten war, dass unter Verwendung von Trime-
thylsulfoniumhydroxid (TMSH) ausschlieBlich ein doppelt methyliertes Produkt auftrat,
wihrend sich bei der Alkylierung mit Triethylsulfoniumhydroxid (TESH), Tripropylsulfoni-
umhydroxid (TPSH) und Tributylsulfoniumhydroxid (TBSH) zusitzlich die einfach umgesetz-
ten Derivate detektierten lieBen. Von THC liel sich im TIC jeweils nur ein Produkt ausfindig
machen, gleiches galt fiir THC-COOH.

In Abb. 12 ist das TIC der ethylierten Cannabinoide nach Derivatisierung mit TESH dargestellt.
Obwohl alle drei Cannabinoide in einer Konzentration von ¢ =3 ng/50 uL. LMG vorlagen,
zeigten sich unterschiedliche Signalintensitidten von THC (1) im Vergleich zu THC-OH (2 und
3) und THC-COOH (4). Peak (1) konnte Ethyl-THC zugeordnet werden. Signal (2) entsprach
doppelt umgesetztem THC-OH, Signal (3) Monoethyl-THC-OH und Peak (4)
Ethyl-THC-COOH. Ein Peaktailing des Monoethyl-THC-OH war im TIC nicht auffillig, zeigte
sich jedoch in den nachfolgenden GC/MS-SIM-Messungen.

Die unterschiedlichen Peakflichen des Ethyl-THC-OH und des Ethyl-THC-COOH im Ver-
gleich zum THC waren bei THC-OH mit der Bildung der eben genannten Aufspaltung in zwei
Produkte erklarbar. Auch THC-COOH bildete mehrere Derivate (Abb. 13 und 14), sodass auch

hier die geringere Signalintensitdt im Vergleich zu THC plausibel war.
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Abb. 12: TIC der mit TESH derivatisierten Cannabinoide ausgehend von einer Konzentration
¢=3ng/50 uL. LMG; Ethyl-THC (1), Diethyl-THC-OH (2), Monoethyl-THC-OH (3), Ethyl-THC-
COOH 4)

4.2.43 Auswertung der GC/MS-SIM-Chromatogramme der mittels TESH ethylierten Can-
nabinoidderivate

Die durchgefiihrten GC/MS-SIM-Messungen erfolgten nach Ergénzung der SIM-lonen der
Monoalkyl-THC-OH-Produkte (Analyt und ISTD) sowie des Detektionszeitraumes entspre-
chend den RT. Die Konzentrationen fiir THC und THC-OH betrugen jeweils 10 ng/50 uL LMG
und 20 ng/50 uL LMG fiir THC-COOH. Abb. 13 zeigt beispielhaft das Ergebnis dieser Mes-
sung nach Derivatisierung mit TESH. Es sind die in allen Produkten vorkommenden Ionen
m/z 327 und 330 dargestellt. Deutlich erkennbar ist das Signal des Ethyl-THC (1) mit leicht
vorversetztem ISTD (Abb. 13). Chronologisch schlossen sich die Peaks des Diethyl-THC-OH
(2) sowie des Monoethyl-THC-OH (3) an, bei dem ein Tailing aufgrund einer freien Hydro-
xygruppe auffiel. Das letzte Signal (5) konnte der Diethyl-THC-COOH zugeordnet werden.
Obwohl Signal (4) im Massenspektrometer in Abb. 13 die gleichen lonen wie Monoethyl-THC-
OH aufwies, konnte es durch Weglassen des THC-COOH-D3 eindeutig THC-COOH zugeord-
net werden (Abb. 14). Bei Peak (4) in Abb. 14. handelt es sich vermutlich um dehydratisierte
Monoethyl-THC-COOH.

Die dehydratisierten Monoalkyl-THC-COOH-Derivate wurden im weiteren Verlauf nicht wei-
ter berticksichtigt.
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Abb. 13: SIM-Chromatogramm der Ionen m/z 327 und 330 der ethylierten Cannabinoidderivate ausgehend
von einer Konzentration von 10 ng/50 pL. LMG fiir THC und THC-OH sowie 20 ng/50 pLL THC-COOH;

Ethyl-THC (1), Diethyl-THC-OH (2), Monoethyl-THC-OH (3), Ethyl-THC-COOH (5); Analyt schwarz,
ISTD blau
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Abb. 14: SIM-Chromatogramm der Ionen m/z 327 und 330 und Strukturformeln der ethylierten Cannabi-
noidderivate unter den gleichen Bedingungen wie Abb. 13, aber ohne THC-COOH-Ds-Zusatz; Ethyl-THC
(1), Diethyl-THC-OH (2), Monoethyl-THC-OH (3), dehydratisierte Monoethyl-THC-COOH (4), Diethyl-

THC-COOH (5); Analyt schwarz, ISTD blau
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4.2.4.4 BG der via TASH gebildeten Cannabinoidderivate

Ausgehend von Ionenchromatogrammen, wie sie beispielhaft in Abb. 13 dargestellt sind, wur-
den die BG (entsprechend der Vorgehensweise aus Kapitel 4.2.1) iiber das S/N-Verhiltnis
(S/N =10) ermittelt (Tab. 14). Als Matrix wurde Serum verwendet. Die Konzentrationen fiir
THC und THC-OH betrugen jeweils 10 ng/mL, fiir THC-COOH wurden 20 ng/mL eingesetzt.

Tab. 14: BG (S/N =10) der via TASH alkylierten Cannabinoide ausgehend von einer Konzentration von je
10 ng/mL THC und THC-OH bzw. 20 ng/mL THC-COOH (n =3, MW und Spannweite); * unter TMSH
entstand kein Monomethyl-THC-OH

o THC Monoalkyl-THC-OH Dialkyl-THC-OH THC-COOH
]S?ee;ll\lflagt;: MW Spannweite | MW Spannweite | MW Spannweite | MW Spannweite
mittel [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
TMSH 0,62 0,53-0,72 ¥ -* 0,20 0,18-0,24 0,99 0,92-1,11
TESH 0,39 0,32-0,43 0,17 0,15-0,18 0,54 0,48-0,59 0,40 0,36-0,44
TPSH 0,52 0,41-0,63 0,37 0,29-0,41 1,11 1,06-1,21 0,93 0,73-1,21
TBSH 0,58 0,50-0,67 0,23 0,10-0,44 1,16 0,70-1,75 0,44 0,26-0,77

Aus den GC/MS-Scan-Messungen war bekannt, dass TIPSH mit keinem der Cannabinoide re-
agierte, sodass auf eine Analyse nach Umsetzung mit TIPSH im GC/MS-SIM verzichtet wurde.
Mit den getesteten Derivatisierungsreagenzien (Tab. 14) war ein selektiver und sensitiver Nach-
weis der Analyten moglich. Es stellte sich heraus, dass bei den analysierten Cannabinoiden
unter Einsatz von TESH als Alkylgruppeniibertrdger die niedrigsten BG ermittelt wurden
(Tab. 14, fett). Auffallig war, dass die BG der Monoalkyl-THC-OH-Derivate trotz des Signal-

tailings niedriger ausfielen als die der doppelt umgesetzten Produkte.

4.2.4.5 Beurteilung der TASH als Derivatisierungsreagenz fiir Cannabinoide

Basierend auf der Arbeit von Butte [83], der mit Hilfe von TMSH Fettsduren veresterte, wurde
erstmals von Sporkert et al. [67] eine Methode zur Cannabinoidderivatisierung unter Verwen-
dung von TMSH vorgestellt. Auf dieser Grundlage aufbauend entstand die Uberlegung, hohere
TASH fiir die Modifikation der Cannabinoide zu nutzen, um so u. a. Matrixinterferenzen, die
nach der Umsetzung mit TMSH die Sensitivitét erheblich stéren, zu minimieren. Limitierend
war, dass lediglich TMSH und Triethylsulfoniumiodid kduflich zu erwerben waren. Hohere
Trialkylsulfoniumsalze mussten selbst synthetisiert werden. Dazu wurde, abweichend von dem
Verfahren, das Haiber et al. [84] anwandten, dass jeweilige Alkyliodid und der korrespondie-
rende Dialkylthioether in einem Medium (bestehend aus Acetonitril und Methanol) bei 80 °C

zur Reaktion gebracht. Dabei erfolgt eine Sn2-Reaktion des Schwefels (Lewis-Base) an der
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Alkylkette (Lewis-Séure) [75] (Abb. 15). Folglich kommt es zur Bildung von Trialkylsulfoni-
umiodiden, bei der das Sulfoniumkation mit dem Iodidanion ein stabiles Salz bildet [75]. Ace-
tonitril (aprotisch) begiinstigt die Reaktion, da es das Nukleophil nur gering solvatisiert; Me-

thanol dient als zusétzliches Losungsmittel.

C2HaN, CH3OH (7:2, viv)

80°C,7d

)
)/l 91
Abb. 15: Postuliertes Sn2-Reaktionsschema zur Bildung von Trialkylsulfoniumiodiden am Beispiel des
Tripropylsulfoniumiodids (nach Buddrus et al. [75], modifiziert)

Aus der Literatur war bekannt, dass Methanol das beste Losungsmittel fiir Sulfoniumhalo-
genide ist [85]. Entsprechend wurden die fiir die Derivatisierung der Cannabinoide bendtigten
TASH durch Losen des jeweiligen Trialkylsulfoniumiodids in Methanol mit anschlieBender
Féllung des Iodids via Silber(I)oxid (Abb. 16) synthetisiert. Die bei dieser Féllungsreaktion
entstehenden Oxidionen (O2") reagieren vermutlich mit den Protonen der Hydroxygruppen des
Methanols zu Hydroxidionen und Methanolat, sodass sich eine Losung bestehend aus Trial-
kylsulfoniumhydroxid und -methanolat bildete. Der Einfachheit halber wird im Folgenden nur
noch von Trialkylsulfoniumhydroxiden gesprochen.

Haiber et al. [84] griffen fiir die Herstellung der Trialkylsulfoniumhydroxide auf eine Methode
von Schulte et al. [86] zuriick, die mit Hilfe von starken Anionenaustauschern die Trialkylsul-

foniumiodide zu den entsprechenden -hydroxiden umsetzten.
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Abb. 16: Synthese von Tripropylsulfoniumhydroxid ausgehend von dem korrespondierenden —iodid

CSHH

Abb. 17: Vermuteter Reaktionsverlauf der (pyrolytischen) n-Alkylierung des THC am Beispiel von TPSH

Der Reaktion (zwischen Analyt und TASH) liegt die Substitution von aciden Protonen saurer
Hydroxygruppen der Analyten durch einen Alkylrest des TASH (Reagenz) in methanolischer
Losung unter Zusatz von TBME zugrunde. Dazu lagert sich das Analytanion an das Reagenz-
kation an und bildet einen ionischen Komplex (Abb. 17) [87]. AnschlieBend wird dieser Kom-
plex teils durch Vorinkubation (im Trockenschrank bei 80 °C bzw. in der Mikrowelle) aber
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auch durch Pyrolyse im Injektor zerstort und eine Alkylgruppe an den Analyten iibertragen.
Dabei entstehen neben dem Analytderivat chemisch inerte, austrittsfreudige Dialkylthioether
und geringe Mengen Wasser, die den gaschromatographischen Prozess jedoch nicht beeinflus-
sen [67, 84, 87].

Bei der Alkylierung mit TASH ist zu beachten, dass ausschlieBlich saure funktionelle Gruppen
wie Hydroxy- und Carboxylgruppen alkyliert werden kdnnen [84]. Aliphatische Alkohole rea-
gieren nicht; allylstdndige Hydroxygruppen sind nur bedingt derivatisierbar [88]. Wie Tab. 13
zu entnehmen, waren bis auf TIPSH alle getesteten TASH geeignet, mit den Cannabinoiden die
vollstindig- oder teilalkylierten Derivate zu bilden. Der mangelnde Umsatz der Cannabinoide
mit TIPSH konnte damit begriindet werden, dass Triisoalkylsulfoniumhydroxide eine geringere
Reaktivitdt aufweisen als die isomeren n-TASH bzw., dass eine Reaktion aufgrund sterischer
Hinderung erschwert wird. Ahnliche Vermutungen wurden bereits fiir die iso-Alkyliodide (Ka-
pitel 4.2.2) aufgestellt.

Bis auf TMSH, bei dem ausschlielich Dimethyl-THC-OH entstand, bildeten sich unter Ver-
wendung von TESH, TPSH und TBSH sowohl die Mono- als auch die Dialkyl-THC-OH-De-
rivate. Ursdchlich fiir diese zwei Produkte kann das geringere Alkylierungspotential der
n-TASH im Vergleich zu den n-Alkyliodiden (im System TBAH, DSMO und RI) diskutiert
werden. Entsprechend sind allylstindige Hydroxyfunktionen (aufgrund geringerer Reaktivitit
im Vergleich zu phenolischen Hydroxygruppen) mit den n-TASH nur teilweise alkylierbar
(Abb. 13 und 14). Aber auch THC-COOH zeigte im GC/MS-SIM eine Aufspaltung in zwei
Produkte. Es kann vermutet werden, dass THC-COOH im Zuge der Chromatographie u. a. auf-
grund der hohen Injektortemperaturen dehydratisiert. Bei der Dehydratisierung spaltet sich ver-
mutlich die phenolische Hydroxygruppe mit einem Proton unter Bildung von Wasser ab, sodass
ein inertes Reaktionsprodukt nach Derivatisierung der Carboxylgruppe vorliegt (Abb. 14, Nr.
4). Daraus resultiert ein Massenspektrum, das dem des Monoethyl-THC-OH &hnelt. Eine De-
hydratisierung konnte bei der Umsetzung der THC-COOH mit Alkyliodiden nicht beobachtet
werden; in der Literatur sind ebenfalls keine Daten dariiber eruierbar.

Wie Tab. 14 zu entnehmen, konnten fiir alle getesteten Derivate BG im unteren ng/mL-Bereich
ermittelt werden. THC kommt die grofSte Bedeutung zu, da der Grenzwert des THC geméal3 den
Empfehlungen der GTFCh [44] die hochste analytische Hiirde darstellt. Die BG des Ethyl-THC
(S/N = 10) lag im Mittel bei 0,39 ng/mL und somit unter der mit 1-lodethan (3,13 ng/mL) er-
mittelten. Diese Reduzierung des Grenzwertes war vermutlich auf eine optimale Gerételeistung

der GC/MS zuriickzufiihren, da die BG nach Alkylierung mit den TASH unmittelbar nach der
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Wartung des GC und Reinigung der MS-Quelle erhoben wurden. Aussagen zu eventuellen Vor-
ziigen von TASH im Vergleich zu Alkyliodiden anhand der iiber das S/N-Verhéltnis ermittelten
BG konnen nicht getroffen werden, da unterschiedliche Gerdteperformances bei der Datener-

hebung vorlagen.

4.2.5 Basisvalidierung der ethylierten Cannabinoide unter Verwendung von TESH

Fiir die durchgefiihrten Validierungsmessungen wurde TESH herangezogen, da alle via TESH
umgesetzten Cannabinoidderivate die geringsten BG aufwiesen. Aus der Datenlage war ersicht-
lich, dass sich unter Beriicksichtigung des Monoethyl-THC-OH eine niedrigere BG als bei dem
doppelt ethylierten Produkt ergab (Tab. 14), sodass Monoethyl-THC-OH trotz leichtem
Peaktailings fiir die Validierungsmessungen herangezogen wurde. Fiir die Validierungsexperi-
mente wurden die Proben flir 30 min im Trockenschrank bei 80 °C inkubiert. Das Vorgehen

bei der Basisvalidierung entsprach dem in Kapitel 4.2.3.1 beschriebenen.

4.2.5.1 Basisvalidierung des ethylierten THC-Derivates

Abb. 18 zeigt die Kalibrierfunktion des Ethyl-THC. In Tab. 15 sind Regressionsparameter so-
wie Grenzwerte aufgelistet. Uber die Analysefunktion wurden die Konzentrationen der Kon-

trollproben berechnet und auf Richtigkeit und Prazision hin gepriift.
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Quantifier 327/330 e Qualifier 313/330

Abb. 18: Kalibrierfunktion von Quantifier und Qualifier des mittels TESH ethylierten THC (n =6 Mes-
sungen pro Kalibrator)

Es zeigte sich, dass die Messwerte der niedrigen und der hohen Qualitdtskontrolle von den je-

weiligen Erwartungswerten (1 bzw. 4 ng/mL) mit einer Prazision von RSD = 8,6 % bzw. 4,7 %
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(niedrige bzw. hohe Kontrolle) sowie einem Bias von 0,8 % bzw. 2,9 % (niedrige bzw. hohe
Kontrolle) nur gering abwichen. Somit lieB3 sich die Genauigkeit der Methode bestitigen (An-
hang).

Tab. 15: Regressionsgleichungen, R? sowie NG, EG und BG des mittels TESH ethylierten THC; nach den
Empfehlungen der GTFCh bestimmte Grenzwerte fett

Kenngrolie Regressionsgleichung R? NG [ng/mL] EG [ng/mL] BG [ng/mL]
Quantifier y=0,1253x + 0,0098 0,9978 0,47 0,95 1,25
Qualifier y=0,0418x - 0,0100 0,9889 0,39 0,77 1,21

4.2.5.2 Basisvalidierung des Monoethyl-THC-OH- bzw. Ethylierten THC-COOH-Derivates

Die lineare Regression erfolgte wie in Kapitel 4.2.3.1 beschrieben. In Abb. 19 sind die fiir
THC-OH ermittelten Regressionsfunktionen des Quantifiers und Qualifiers dargestellt. Tab. 16
zeigt die berechneten Regressionsgleichungen, Bestimmtheitsmalle sowie Nachweis-, Bestim-

mungs- und Erfassungsgrenzen.
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Abb. 19: Kalibrierfunktion von Quantifier und Qualifier des mittels TESH einfach ethylierten THC-OH-
Derivates (n = 6 Messungen pro Kalibrator)

Trotz der potentiell geringeren Sensitivitit des Monoethyl-THC-OH, die durch Peaktailing
bedingt sein kann, lieB sich eine NG unterhalb von 1 ng/mL ermitteln. Quantitativ valide Aus-
sagen sind dagegen erst ab einer THC-OH-Konzentration von 1,38 ng/mL mdglich. Diese BG
ist bspw. eine wichtige Voraussetzung fiir die hinreichend genaue Berechnung des CIF nach

geringfiigigem oder ldnger zuriickliegendem Cannabiskonsum.
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Tab 16: Regressionsgleichungen, R? sowie NG, EG und BG des mittels TESH einfach ethylierten THC-OH;
nach den Empfehlungen der GTFCh bestimmte Grenzwerte fett

Kenngrofie Regressionsgleichung R? NG [ng/mL] EG [ng/mL] BG [ng/mL]
Quantifier y=10,1267x - 0,0229 0,9971 0,54 1,08 1,38
Qualifier y=0,0137x + 0,0381 0,9928 0,31 0,62 1,03

Die Genauigkeit des Monoethyl-THC-OH (Anhang) konnte mit einer Prizision von
RSD =6,5 % bzw. 5,6 % (niedrige bzw. hohe Kontrollen) und einem Bias von -2,0 % bzw.
-3,3 % (niedrige bzw. hohe Kontrollen) bestimmt werden, sodass diese Methode als genau

angesehen werden konnte.

Die Kalibrierfunktionen des Quantifiers und Qualifiers fiir THC-COOH sind in Abb. 20 darge-
stellt. Wie die nach der DIN 32645 mit Hilfe von Valistat statistisch ermittelten Konzentratio-
nen flir die Grenzwerte verdeutlichen (Tab. 17), ist TESH nach MaB3gabe der GTFCh-Empfeh-
lungen [44] als Ethylierungsreagenz zum Nachweis von THC-COOH aus Serum geeignet.
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Abb. 20: Kalibrierfunktion von Quantifier und Qualifier des mittels TESH ethylierten THC-COOH-Deri-
vates (n = 6 Messungen pro Kalibrator)

Bei der Genauigkeitsanalyse konnten iiber die Analysefunktion Konzentrationen der niedrigen
und der hohen Kontrollproben entsprechend den Erwartungswerten eruiert werden (Anhang).
Die Messwerte der niedrigen Kontrollprobe wichen in dem Untersuchungszeitraum von acht
Tagen nur gering von dem Erwartungswert ab. In der hohen Kontrollprobe waren leichte
Schwankungen auffillig, die jedoch innerhalb des Toleranzbereiches lagen und somit keine

Auswirkungen auf die Genauigkeit der Methode hatten.
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Tab. 17: Regressionsgleichungen, R? sowie NG, EG und BG des mittels TESH ethylierten THC-COOH;
nach den Empfehlungen der GTFCh bestimmte Grenzwerte fett

Kenngrofie Regressionsgleichung R? NG [ng/mL] EG [ng/mL] BG [ng/mL]
Quantifier y =0,0710x + 0,0904 0,9998 0,98 1,97 3,28
Qualifier y =0,0203x + 0,0308 0,9989 0,79 1,58 3,04

4.2.5.3 Fazit zur Ethylierung der Cannabinoide mittels TESH

Mit TESH als Derivatisierungsmittel war ein sensitiver und selektiver Nachweis der Analyten
auch in matrixbelasteten Proben moglich. Uber das S/N-Verhiltnis konnten fiir THC eine BG
von 0,39 ng/mL, fiir THC-OH (einfach ethyliert) von 0,17 ng/mL und fiir THC-COOH von
0,40 ng/mL ermittelt werden (Tab. 14). Damit lagen diese Werte deutlich unterhalb der Grenz-
werte, die sich in der Validierung bestimmen lieBen. Entsprechend den Validierungsdaten war
eine Quantifizierung des iiber TESH ethylierten THC erst ab 1,25 ng/mL moglich, sodass auf

eine Uberfiihrung der Methode in die tigliche Routine zunichst verzichtet wurde.

4.3 Vergleich der beschriebenen Ethylierungsverfahren

Aus den Ausfiihrungen der Kapitel 4.2.3.1 bis 4.2.5.3 wird geschlussfolgert, dass ein sensitiver
und selektiver Nachweis der Analyten THC, THC-OH und THC-COOH sowohl mit 1-lodethan
als auch mit TESH als Derivatisierungsreagenz gewéhrleistet ist. Bei der Umsetzung von THC
mit TESH muss beachtet werden, dass erst ab einer Konzentration von 1,25 ng/mL (BG) quan-
titative Aussagen mdglich sind [51, 54, 60]. Bei geringeren Konzentrationen konnen lediglich
semiquantitative Ergebnisse angegeben werden. Da — orientierend an den Werten der Grenz-
wertkommission — bei einer aktiven Teilnahme am Stralenverkehr eine Ordnungswidrigkeit
begangen wurde, wenn eine THC-Konzentration > 1 ng/mL vorliegt [42], sollte eine Detekti-
onsmethode, deren BG unterhalb von 1 ng/mL THC liegt, Standard sein.

Beziiglich des THC-OH zeigte sich im Verlauf der Routine, dass die Signalintensitdten des via
TESH monoethylierten THC-OH abnahmen. Mit weiterer Belastung der GC/MS kam der Sen-
sitivititsverlust des Monoethyl-THC-OH — bedingt durch das Peaktailing — immer deutlicher
zum Tragen. Weiterhin musste abweichend von den Empfehlungen zur Grenzwertermittlung
[60] das zweitintensivste Ion fiir die Ermittlung der Nachweisgrenze herangezogen werden, da

die Signale des signalschwichsten Ions bei niedrigen Konzentrationen vom Rauschen kaum
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mehr differenzierbar waren. Diethyl-THC-OH war unter Routinebedingungen aufgrund des oh-
nehin schlechten S/N-Verhiltnisses in der Mehrzahl der Félle nicht detektierbar. Die eben ge-
nannten Auffilligkeiten wurden bei der Ethylierung des THC-OH mittels 1-Iodethan nicht be-
obachtet. Hier ist die Sensitivitdt der Methode (BG < 1 ng/mL) beziiglich der THC-OH Bestim-
mung deutlich hervorzuheben. Dies wird zwar nicht ausdriicklich von der GTFCh gefordert
[44], ermoglicht aber, u. a. zusammen mit den ermittelten Konzentrationen von THC und
THC-COOH, eine genaue Bestimmung des CIF [13].

Eine suffiziente THC-COOH-Quantifizierung ist sowohl mit 1-lodethan als auch mit TESH
moglich, da die geforderte NG von THC-COOH im Plasma bei einer Konzentration
von 10 ng/mL liegt. Diese wurde mit beiden Methoden unterschritten.

Die Zeit- und Arbeitseinsparung bei Verwendung von TESH als Derivatisierungsreagenz be-
tragt im Vergleich zu 1-Iodethan ca. 45 min bei Aufarbeitung einer Probe. Dies spricht somit
ausdriicklich fiir den Einsatz von TESH. Dennoch wird wegen der hier aufgefiihrten Griinde
von der Verwendung des TESH als Derivatisierungsmittel fiir Cannabinoide im Routineeinsatz
abgesehen. Um den hohen analytisch-forensischen Anforderungen im Hinblick auf THC
gerecht zu werden, wurde 1-lodethan als Mittel der Wahl in der Routine beibehalten. Lediglich

fiir schnelle semiquantitative Bestimmungen kommt TESH derzeit zur Anwendung.

4.4 Vergleich eigener Validierungsparameter (Serum) mit Literaturmethoden

In dieser Arbeit wurden eine LLE, eine Derivatisierung mit 1-lodethan bzw. TESH sowie eine
Messung mittels GC/MS vorgestellt. Uber die daraus resultierenden Chromatogramme konnten
die in Kapitel 4.2.3.1 bis 4.2.5.2 aufgefiihrten Validierungsdaten ermittelt werden. In ergénzen-
den Validierungen konnte der lineare Bereich fiir THC auf 50 ng/mL, fir THC-OH auf
30 ng/mL und fiir THC-COOH auf 200 ng/mL erweitert werden (Ethylierung mittels 1-lo-
dethan). In der aktuelleren Literatur fanden sich keine Publikationen, die ebenfalls eine LLE
zum Nachweis von Cannabinoiden aus Serum beinhalteten. Goodall et al. [89] prédsentierten
1995 eine Methode, mit der THC, THC-OH und THC-COOH mit Hilfe eines LMG bestehend
aus Hexan und Ethylacetat aus dem Blut extrahiert, via BSTFA derivatisiert und mit GC/MS
gemessen wurden. Die ermittelten Grenzwerte (NG fiir THC 0,2 ng/mL, fir THC-OH
0,2 ng/mL und fiir THC-COOH 2 ng/mL) lagen in etwa in der gleichen GroBBenordnung wie die
hier berechneten Werte mit 1-Iodethan oder TESH (Tab. 18).

Fiir die Extraktion der Cannabinoide aus Serum ist in der Literatur oftmals die Festphasenex-
traktion mit anschlieBender Derivatisierung beschrieben. Bromberger et al. [39], Steinmeyer et
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al. [27] sowie Nadulski et al. [19] ermittelten jeweils mit den von ihnen beschrieben Methoden

Grenzwerte, die sich ebenso unwesentlich von den hier vorgestellten unterschieden. Zu bemer-

ken ist der geringe lineare Bereich von Bromberger et al. [39], der auf die geringen Kalibrator-

konzentrationen (von 0,05 ng/mL bis 2 ng/mL) zuriickzufiihren ist. Die Verwendung dieses

schmalen Kalibrationsbereiches ist fiir die Routineanalytik trotz der niedrigen Grenzwerte kri-

tisch.

Tab. 18: Vergleich der vorgestellten (fett) mit publizierten Methoden in Bezug auf verwendete Verfahren,
linearem Bereich, NG und BG des THC; wenn nicht explizit von den Autoren angegeben, wurde der Bereich
zwischen BG und héchstem Kalibrator als kalibrierter Bereich festgelegt, Solid-Phase-Extraktion (SPE)

THC
verwendetes Ver- — .
Autor fahren kalibrierter Bereich NG BG Anmerkung
[ng/mL] (linear) [ng/mL] | [ng/mL]
LLE, e .
eigene Parameter 1-Iodethan, 1,00-50 0,29 1,00 statistische Ermittlung
g GC/MS von NG und BG
. LLE, TESH, statistische Ermittlung
eigene Parameter GC/MS 1,254 0,39 1,25 von NG und BG
Goodall et al. [89] LLEG’S&TSFA’ 0.2-25 0.2 0.2 | NGundBG bei S/N=5
Bromberger et al. | Cis-SPE, Methylio- 0.7-2.0 02 0.7 statistische Ermittlung
[39] did, GC/MS e ’ ’ von NG und BG
Steinmeyer et al. | Cs- SPE, Methylio- statistische Ermittlung
. 0,62-10,0 0,52 0,62
[27] did, GC/MS ’ ’ ’ ’ von NG und BG
Nadulski et al. [19] | 1500 BITFA 0,8-10,0 0,24 08 | Seustische Brmiung
Maralifovactal | spe, Lo-Msims 0,8-100 02 0g | Seustische Brmiung
Grauwiler et al. NG bei S/N = 3, BG bei
[20] SPE, LC-MS/MS 0,2-100 0,1 0,2 CV <10 %

Tab. 18 (Fortsetzung): Vergleich der vorgestellten (fett) mit publizierten Methoden in Bezug auf linearem
Bereich, NG und BG des THC-OH und der THC-COOH

THC-OH THC-COOH
Autor kalibrierter Bereich NG BG kalibrierter Bereich NG BG
ng/mL] (linear ng/mL ng/mL ng/mL] (linear ng/mL ng/mL
g g g g g g

eigene Para- 0,54-30 0,12 0,54 3,34-200 0,38 3,34
meter

eigene Para- 1,38-4 0,31 1,38 3,28-25 0,79 3,28
meter

Goodall et al. 0.2-25 0,2 0,2 2-100 2 2

[89]

Bromberger et 0,7-2.0 0,2 0,7 1,3-10 0,5 1,3
al. [39]

Steinmeyer et 0,62-10,0 0,49 0,68 3,35-50,0 0,65 3,35
al. [27]

Nad“[lilgl] ctal 0,51-10,0 015 | 051 0,88-50 026 | 088

Maralikova et 0,8-100 0.2 0.8 4,3-500 1,6 43
al. [8]

Grauv[glg]r e 0,2-100 0,1 02 0,2-100 0.1 02
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Mit der Verwendung von LC-MS/MS-Verfahren zur Detektion von Cannabinoiden konnten
zum einen die Grenzwerte deutlich reduziert werden, zum anderen lief3 sich der lineare Kali-
brationsbereich nach oben stark erweitern. Maralikova et al. [8] bzw. Grauwiler et al. [20]
beschrieben fiir THC und THC-OH einen linearen Bereich von < 1-100 ng/mL, fiir THC-
COOH betrug dieser 4,3-500 ng/mL bzw. 0,2-100 ng/mL (Tab. 18). Wie die beiden, stellver-
tretend fiir den Cannabinoidnachweis via LC-MS/MS aufgefiihrten Beispiele verdeutlichen,
scheint dieses Verfahren der Detektion mit GC/MS hinsichtlich Grenzwerten und Kalibrations-
bereich mit Vorteilen behaftet zu sein. Eine definitive Gegeniiberstellung zwischen den beiden
Verfahren ist kritisch, da es sich um unterschiedliche Nachweismethoden handelt, die nur
schwer miteinander vergleichbar sind. Trotz einiger Argumente, die fiir den Einsatz von LC-
MS/MS in der Analytik sprechen, wurde aus aktuellen Ringversuchsergebnissen deutlich, dass
die Mehrzahl der Laboratorien in Deutschland die Cannabinoidanalyse mittels GC/MS durch-

fithrten. Entsprechend ist ein weiteres Analysenverfahren fiir die GC/MS durchaus zeitgemas.

4.5 Optimierung der Reaktionsbedingungen

Im Verlauf der tiglichen Anwendung ergab sich ein Sensitivitdtsverlust des Monoethyl-THC-
OH. Ein doppelt ethyliertes Produkt war teilweise nicht mehr nachweisbar. Da die BG des mit
TESH ethylierten THC zudem nicht zufriedenstellend war, wurden Optimierungsversuche (Va-
riation des Losungsmittelverhdltnisses, Vorinkubation, Erhéhung der Injektortemperatur u. a.)
durchgefiihrt, um das Reaktionsgleichgewicht vom Monoethyl-THC-OH zum Diethyl-THC-
OH zu verschieben. Weiterhin sollte so die BG des THC gesenkt werden, damit dieses Analy-
severfahren zukiinftig fiir quantitative Bestimmungen von THC auch unterhalb einer Konzen-
tration von 1 ng/mL Anwendung finden kann. Um die auftretenden Verdnderungen in den
Peakflichen des jeweiligen Cannabinoids unter dem Einfluss der verschiedenen Reaktionsbe-
dingungen zu verdeutlichen, wurde das nach Umsetzung mit TESH in allen vier Derivaten pro-
minente lon m/z 327 als diagnostischer Marker genutzt. Die Analytkonzentrationen betrugen
in allen nachfolgend aufgefiihrten Untersuchungen (Kapitel 4.5.1-4.5.4) fiir THC und THC-OH
je 10 ng/50 pLL LMG und fiir THC-COOH 20 ng/50 uL LMG. Alle Messungen erfolgten ohne
Matrix, die GC/MS-Bedingungen entsprachen, wenn nicht gesondert aufgefiihrt, den in Kapitel
3.3 aufgelisteten.
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4.5.1 Derivatisierung im Trockenschrank

Durch Vorinkubation im Trockenschrank fiir maximal eine Stunde bei 80 °C und der damit
verbundenen Zufuhr von Aktivierungsenergie wurde untersucht, ob sich dadurch eine Ethylie-

rung beider Hydroxygruppen des THC-OH ergibt.
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Abb. 21: Integrale des Fragmentions m/z 327 der jeweiligen Cannabinoidderivate in Abhéngigkeit von der
Inkubationszeit im Trockenschrank bei 80 °C (n =3, MW =+ Spannweiten)

Fir THC wurde keine merkliche Peakflichenveranderung mit zunehmender Inkubationszeit
festgestellt (Abb. 21). Gleiches galt fiir einfach und doppelt ethyliertes THC-OH. Bei
THC-COOH war tendenziell eine Erhohung der Mittelwerte mit Zunahme der Inkubationszeit

erkennbar, zugleich nahmen jedoch auch die Spannweiten zu.
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4.5.2 Derivatisierung in der Mikrowelle
4.5.2.1 Derivatisierung in Abhéngigkeit vom Abstand zum Mittelpunkt der Mikrowelle

Alternativ zur Inkubation im Trockenschrank wurde getestet, ob mit einer Behandlung in der
Mikrowelle und der damit verbundenen Zufuhr von Aktivierungsenergie eine Ethylierung
beider Hydroxygruppen des THC-OH ermdéglicht wird. Es wurde angenommen, dass der
Bereich mit der hochsten Erwarmung nicht genau im Mittelpunkt des Drehtellers, sondern wei-
ter peripher lag. Folgend wurde ausgehend vom Zentrum des Glastellers der Radius markiert
und Proben auf dem Mittelpunkt sowie in 4, 6 bzw. 8§ cm Abstand davon in der Mikrowelle
platziert und bei 400 W fiir 3 min inkubiert (Abb. 22). Die Leistung und die Zeit wurden jeweils
so hoch gewihlt, dass sich die Proben moglichst stark erwédrmten, aber gleichzeitig niedrig ge-

nug, um einer eventuellen Explosion durch Gasbildung vorzubeugen.
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Abb. 22: Integrale des Fragmentions m/z 327 der jeweiligen Cannabinoidderivate in Abhingigkeit vom
Abstand zum Mittelpunkt der Mikrowelle bei 400 W und 3 min Inkubation (n =3, MW * Spannweiten)

Es ist zu erkennen, dass die Integrale der Cannabinoidderivate im Mittel bei 4 cm Abstand vom
Zentrum des Drehtellers am hochsten waren (Abb. 22). Am deutlichsten stellte sich dies fiir
THC-COOH (Flachenerh6hung um 57 % im Vergleich zu der Fldche, die ohne Erwdrmung
generiert wurde) dar. Keinen merklichen Effekt hatte die Mikrowellenbehandlung auf die In-
tegrale des THC-OH.
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4.5.2.2 Derivatisierung in Abhédngigkeit von der Inkubationszeit

Der bestmogliche Abstand beziiglich der Ausbeute an gewiinschten Reaktionsprodukten lag
4 cm vom Mittelpunkt des Drehtellers entfernt (Abb. 22). In einem weiteren Versuch wurde
untersucht, welchen Einfluss die Inkubationszeit auf den Derivatisierungsprozess hat. Dazu
wurden Proben in einem Abstand von 4 cm in der Mikrowelle jeweils fur 1, 2, 3, 4 und 5 min

bei 400 W behandelt und die Flichen des Fragmentions m/z 327 integriert (Abb. 23).
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Abb. 23: Integrale des Fragmention m/z 327 der jeweiligen Cannabinoidderivate in Abhéingigkeit von der
Inkubationszeit in der Mikrowelle bei 4 cm Abstand zum Mittelpunkt und 400 W (n =3, MW + Spannwei-
ten)

Das Integral von THC-COOH zeigte nach dreiminiitiger Inkubation eine Steigerung um etwa
56 % im Vergleich zu der Flache, die ohne Erwdrmung ermittelt wurde. Die Integrale des THC
und des Monoethyl-THC-OH zeigten nach einer Inkubationszeit von 3 min ebenfalls diskrete
Erhohungen der Signalflaichen. Bei Inkubationszeiten iiber 3 min hinaus konnten fiir alle vier
Analyten keine Erh6hungen der Signalfldchen eruiert werden, viel mehr ergaben sich im Mittel

geringere Integrale.
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4.5.3 Derivatisierung in Abhéngigkeit von der Injektortemperatur

Es wurde gepriift, welche Auswirkung die Injektortemperatur auf den Derivatisierungsprozess
besitzt, da eine Umsetzung in Form einer pyrolytischen Alkylierung auch teilweise im Injektor
stattfand [67]. Folglich sind verschiedene Experimente unter Variation der Injektortemperatur

zusétzlich zur Behandlung in der Mikrowelle durchgefiihrt worden.
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Abb. 24: Integrale des Fragmentions m/z 327 der jeweiligen Cannabinoidderivate in Abhéingigkeit von der
Injektortemperatur nach Inkubation in der Mikrowelle fiir 3 min bei einem Abstand von 4 cm vom Mittel-
punkt (n =3, MW = Spannweite)

Trotz der Vorbehandlung in der Mikrowelle flihrte die Erhohung der Injektortemperatur zu
deutlichen Signalsteigerungen des THC, des Monoethyl-THC-OH und der THC-COOH
(Abb. 24). Bei Diethyl-THC-OH zeigte sich hingegen kein Zuwachs der Peakfldche, wie aus
Abb. 24 hervorgeht. Entsprechend konnen alle bisher durchgefiihrten Optimierungsversuche,
die zum Ziel hatten, das Reaktionsgleichgewicht zugunsten des doppelt ethylierten THC-OH

zu verschieben, als nicht erfolgreich angesehen werden.
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4.5.4 Derivatisierung in Abhéngigkeit von der Lésemittelzusammensetzung

Bisher erfolgten die Untersuchungen lediglich bei einer Losemittelzusammensetzung von
25 uL TMBE und 25 pL TESH. Durch Variation des Losungsmittels wurde nunmehr versucht,
die Ausbeute des Diethyl-THC-OH zu steigern. Dazu wurden sowohl Cyclohexan als auch iso-
Octan anstelle des TBME getestet. Weiterhin fanden auch unterschiedliche Volumina TBME,

zusitzlich zu der Inkubation in der Mikrowelle, Verwendung.
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Abb. 25: Integrale des Fragmentions m/z 327 der jeweiligen Cannabinoidderivate in Abhingigkeit von der
Losemittelzusammensetzung nach 3 min Behandlung in der Mikrowelle bei 4 cm Abstand vom Mittelpunkt,
Injektortemperatur 320 °C (n =3, MW + Spannweite)

Wurden anstelle von 25 puL nur 10 uLL. TBME eingesetzt, ergaben sich Peakflachen fiir THC,
die fast dreimal so hoch waren wie unter den bisher optimierten Bedingungen. Auch bei dem
Monoethyl-THC-OH und bei THC-COOH waren bei 10 pL TBME deutliche Flachenzunah-
men feststellbar. Selbst bei doppelt ethyliertem THC-OH, bei dem sich die Signalintensitit
durch die bisherigen Versuche nicht steigern lieB (Abb. 24), resultierte durch ein geringeres

TBME-Volumen ein Flachenzuwachs.
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Bei Verwendung von Cyclohexan anstelle TBME wurde ebenfalls eine Erhohung der Signal-
intensitdten generiert, zugleich waren diese aber auch mit einer erheblichen Streuung verbun-
den. Eine Substitution des TBME-Anteils durch iso-Octan fiihrte zu stark erniedrigten Produkt-

ausbeuten, sodass dieses Vorgehen keine brauchbare Option darstellte.

4.5.5 Fazit zu den Optimierungsmessungen

Die groBBtmogliche Erwdrmung der Proben erfolgte in der Mikrowelle 4 cm vom Mittelpunkt
des Drehtellers entfernt, sodass sich hier auch die grofiten Integrale fiir THC und THC-COOH
detektiert lieBen (Abb. 22). Folgerichtig wurde dieser Abstand fiir die weiteren Untersuchungen
beibehalten.
Als bestmogliche Inkubationszeit konnte 3 min Erwdrmung in der Mikrowelle festgelegt
werden (Abb. 23). Zwar traten fiir THC und Monoethyl-THC-OH nur geringe Fldchenerhhun-
gen nach dreimintitiger Inkubation auf, bet THC-COOH ergab sich jedoch im Vergleich zu den
Integralen, die ohne Erwédrmung bestimmt wurden, eine Peakflichenerh6hung um ca. 56 %.
Eine Erwdrmung im Trockenschrank bot im Vergleich zur Mikrowelleninkubation
keine Vorteile. Die mit zunehmender Inkubationszeit nur geringfiigige Peakflichenerh6hung
des THC und THC-OH (Abb. 21) rechtfertigte nicht die dafiir bendtigte Zeit von etwa einer
Stunde. Bei THC-COOH zeigte sich zwar eine Erhohung der Mittelwerte mit zunehmender
Inkubationszeit, zugleich nahmen jedoch auch die Spannweiten zu, sodass den steigenden Mit-
telwerten nur geringfligige Bedeutung beigemessen werden konnte.
Zusatzlich zur Inkubation in der Mikrowelle hat die Injektortemperatur einen wesentlichen Ein-
fluss auf die Peakflichen. Mit steigender Injektortemperatur wurden die Signalintensitidten des
THC und des Monoethyl-THC-OH erhoht, beit THC-COOH fiihrte eine Erh6hung von 290 °C
auf 320 °C zu keiner weiteren pyrolytischen Alkylierung.
Eine Verschiebung des Reaktionsgleichgewichtes vom Mono- zum Diethyl-THC-OH konnte
mit den durchgefiihrten Untersuchungen nicht erreicht werden (Abb. 24). Mit der TBME-Re-
duzierung (von 25 puL auf 10 pL) war eine Erhohung der Peakfldchen aller Derivate (auch des
Diethyl-THC-OH) registrierbar. Diese Steigerung ist nur teilweise mit der Aufkonzentrierung
(75 pL vs. 35 puL) erklarbar (Abb. 25). Cyclohexan konnte nicht als Alternative zu TBME als
Losungsvermittler in Betracht gezogen werden, da die generierten Messergebnisse eine erheb-
liche Streuung insbesondere von THC und THC-COOH aufwiesen. iso-Octan kam aufgrund
der geringen Produktausbeuten ebenfalls nicht in Frage (Abb. 25).
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Es kann festgehalten werden, dass eine Probenvorbehandlung in der Mikrowelle fiir 3 min bei
400 W, ein Probenabstand von 4 cm zum Mittelpunkt des Drehtellers, eine Injektortemperatur
von 320 °C, sowie ein TBME-Volumen von 10 pL tendenziell vielversprechende Resultate her-
vorbrachte. Auf eine Validierung bei diesen optimierten Bedingungen wurde jedoch verzichtet,

da dies den Umfang dieser Arbeit iiberstiegen hitte.

4.5.6 Beurteilung der optimierten Reaktionsbedingungen

Nicht nur die Arbeits- und Zeitersparnisse, sondern auch die Kosteneinsparungen machen den
Einsatz der Trialkylsulfoniumhydroxide als Derivatisierungsreagenz lukrativ: Nach der
Synthese der TASH miissten voraussichtlich iiber Jahre hinweg keine Alkylierungsmittel fiir
die Cannabinoidnachweise mehr erworben werden. Folgerichtig war diese Form der Derivati-
sierung auch aus 0konomischer Sicht (steigende Nachweise, Abb. 3) erstrebenswert. Deshalb
wurde iiber Variation verschiedener Parameter wie Losungsmittelverhiltnis, Vorinkubation etc.
eine Verschiebung des Reaktionsgleichgewichtes vom Monoethyl-THC-OH hin zum Diethyl-
Produkt angestrebt mit dem Ziel, in einer erneuten Validierung doppelt ethyliertes THC-OH
heranziehen zu konnen. Des Weiteren wurde versucht, die BG des THC zu senken, damit dieses
Analyseverfahren zukiinftig fiir quantitative Bestimmungen auch unterhalb einer Konzentration
von 1 ng/mL zur Verfiigung steht.

Wie den Kapiteln 4.5.1 bis 4.5.4 zu entnehmen, konnte eine Steigerung der Diethyl-THC-OH-
Flachen mit keiner der durchgefiihrten Analysen erzielt werden. Warum eine Ausbeuteerho-
hung hin zum zweifach ethylierten THC-OH trotz Variation der Reaktionsbedingungen nicht
gelingt, kann anhand eines postulierten Reaktionsschemas verdeutlicht werden (Abb. 26): Da
THC-OH tiiber eine saure phenolische und eine weniger acide (weniger reaktive) allylstindige
Hydroxygruppe (Nr. 1) verfiigt, erfolgt eine Umsetzung primédr an der phenolischen Hydroxy-
funktion (Nr. 2). Dadurch konnte es zu einer Inhibierung der Reaktivitét der allylstindigen OH-
Gruppe kommen (sterische Hinderung), sodass das einfach alkylierte Produkt das thermodyna-
misch giinstigere Derivat darstellt. Erfolgt die Reaktion hingegen primér an der allylstdndigen
Hydroxygruppe (Nr. 3), ist eine weitere Umsetzung an der reaktiveren phenolischen Hy-

droxyfunktion (Nr. 4) mit Bildung des vollstindig derivatisierten THC-OH denkbar (Nr. 4).
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Abb. 26: Postuliertes Reaktionsschema des THC-OH bei der Umsetzung mit TESH; underivatisiertes
THC-OH (1), an der phenolischen Hydroxygruppe ethyliertes THC-OH (2), an der allylstindigen Hydroxy-

gruppe ethyliertes THC-OH (3), Diethyl-THC-OH (4)
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4.6 Haaranalyse

4.6.1 Derivatisierung der Cannabinoide nach Extraktion aus der Haarmatrix

In Analogie zur Serumextraktion wurden zunéchst GC/MS-Scan-Messungen durchgefiihrt. Aus
Serumuntersuchungen war bekannt, dass bis auf TIPSH die verwendeten TASH mit THC
Derivate bildeten. Somit konnten ohne weitere Vortestungen matrixbelastete Proben im Scan-
Modus gemessen werden. Dazu wurden 50 mg Leerhaare mit THC und THC-Ds (c = 3 pug/mL)
gespiked. Ein aus diesen Messungen resultierendes Massenspektrum ist in Abb. 27 dargestellt.
Die intensiven Fragment- (m/z 313, 355 bzw. 316 und 358 des ISTD) und Molekiilionen (m/z
370 bzw. 373 des ISTD) im hohen Massenbereich waren bereits aus den Serumanalysen be-
kannt und konnten auch hier eindeutig identifiziert werden. Trotz der matrixbelasteten Probe

wurden bei der entsprechenden RT (14,37 min) keine storenden lonen ermittelt.
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Abb. 27: EI-Massenspektrum und Ionen des butylierten THC-Derivates bei einer Konzentration von
3 ng/mL in 50 mg Leerhaar; * Ionen des ISTD (aus Rentsch et al. [70], modifiziert)
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4.6.2 GC/MS-SIM-Messungen und Ermittlung der BG {iber das S/N-Verhiltnis

In den nachfolgenden GC/MS-SIM-Messungen, fiir die gepoolte Segmente einer authentischen

Haarprobe herangezogen wurden (Kapitel 3.6.1), zeigte das butylierte THC-Derivat die
geringsten Matrixinterferenzen (Abb. 28).
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Abb. 28: Ausschnitt eines Ionenchromatogramms einer authentischen Haarprobe nach Butylierung mit
TBSH; THC 370 pg/mg, THC-D3 200 pg/mg (aus Rentsch et al. [70])

Weiterhin lieferte das butylierte THC-Derivat das beste S/N-Verhéltnis [ 70]; folgerichtig wurde
hier die niedrigste BG (ca. 7,8 pg/mg Haar) bestimmt (Tab. 19, fett). Entsprechend erfolgte auf

Grundlage dieser Ergebnisse eine Validierung des via TBSH butylierten THC nach GTFCh-
Empfehlungen.

Tab. 19: BG (S/N = 10) des via TASH alkylierten THC nach Analyse authentischer Haarproben (n =3, MW
und Spannweite)

THC
Derivatisierungsmittel MW [pg/mg] Spannweite [pg/mg]
TMSH 15,8 11,8-20,5
TESH 12,8 9,54-16,0
TPSH 20,7 15,4-30,1
TBSH 7,8 6,24-9,67
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4.6.3 Basisvalidierung des butylierten THC-Derivates

Fiir die Erstellung der Kalibrierfunktion und Bestimmung der Linearitdt wurde die gleiche Her-
angehensweise gewihlt wie im Kapitel 4.2.3.1 beschrieben. Abb. 29 zeigt die Kalibrierfunk-
tion, die ausgehend von den Mittelwerten der Sechsfachmessung mit Hilfe von Valistat gene-
riert wurden (Kalibratorkonzentrationen siehe Kapitel 3.6.3). In Abweichung zu den Empfeh-
lungen der Grenzwertermittlung [60] musste das zweitintensivste lon zur Bestimmung der
Nachweisgrenze herangezogen werden, da bei den Kalibratoren im unteren Konzentrationsbe-

reich das Ion mit der niedrigsten Intensitdt nicht basisliniengetrennt war.
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Abb. 29: Kalibrierfunktion von Quantifier und Qualifier des n-butylierten THC-Derivates nach Derivati-
sierung mit TBSH (n = 6 Messungen pro Kalibrator)

In Tab. 20 sind die dazugehdrigen Regressionsparameter und Grenzwerte aufgelistet, welche

den Empfehlungen der GTFCh gerecht werden.

Tab. 20: Regressionsgleichungen, R? sowie NG, EG und BG des mittels TBSH butylierten THC-Derivates;
nach den Empfehlungen der GTFCh bestimmte Grenzwerte fett

Kenngrofie Regressionsgleichung R? NG [pg/mg] EG [pg/mg] BG [pg/mg]
Quantifier y =0,0057x-0,0163 0,9999 8,8 17,6 30,7
Qualifier y = 0,0059x+0,0048 0,9999 4,8 9,6 19,4

Obwohl gemal Kapitel 3.6.3 zehn Kalibratoren (von 10-3000 pg/mg Haar) eingesetzt wurden,
zeigt Abb. 29 nur die ersten sieben, da lediglich bis zu einer Konzentration von 700 pg/mg ein
linearer Zusammenhang mittels F-Test feststellbar war. Zur Bestimmung der Genauigkeit wur-
den mit Hilfe der Analysefunktionen die Konzentrationen der niedrigen und hohen Kontroll-

proben berechnet (Anzahl der Wiederholungsmessungen auf fiinf Messtage reduziert [52]).
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Die ermittelten Konzentrationen lagen mit einer Prézision von RSD = 4,8 % bzw. 3,9 % (nied-
rige bzw. hohe Kontrollen) und einem Bias von -0,1 % bzw. -2,0 % (niedrige bzw. hohe Kon-
trollen) eng bei den erwarteten Konzentrationen von 20 pg/mg und 200 pg/mg. Die Genauigkeit

der Methode lie3 sich somit bestétigen.

4.6.4 Beurteilung des THC-Nachweises im Haar mittels Butylierung

Oberhalb des linearen Bereiches korrelierte eine quadratische Anpassung der Analysefunktion
besser als eine lineare [70]. Bei Messergebnissen, die sich oberhalb von 700 pg/mg befinden,
miissen erneute Analysen mit einer geringeren Haareinwaage durchgefiihrt werden, damit die
Ergebnisse im linearen Messbereich liegen. Um anschlieBend die THC-Konzentration mog-
lichst genau berechnen zu konnen, ist diese verringerte Einwaage mit einem Korrekturfaktor zu
berichtigen, da die Analysefunktion auf 50 mg Haar kalibriert wurde. Die iiber das S/N-Ver-
héltnis ermittelte BG von 7,8 pg/mg konnte mit der Kalibrierfunktion nicht erreicht werden.
Diese lag mit ca. 31 pg/mg hoher als von den aktuellen CTU-Kriterien [50] (20 pg/mg) emp-
fohlen, sodass Konzentrationen zwischen 20-31 pg/mg nur als semiquantitativ betrachtet
werden konnen. In regelméBigen Ringversuchen (Tab. 21) lieBen sich die Genauigkeit und Sen-
sitivitdt des Verfahrens bestdtigten. Konzentrationen, die unterhalb der BG lagen, wurden
semiquantitativ mit dieser Methode bestimmt und entsprachen unter Beriicksichtigung der
zuldssigen Abweichungen den vorgegebenen Sollwerten. Dieses Verfahren lisst sich somit als
zuverldssige Alternativmethode zu dem bereits bestehenden Detektionsverfahren in der Routi-

neanalytik einsetzen.

Tab. 21: Auszug aus den Ergebnissen der Ringversuche fiir Betdubungsmittel im Haar; Ist-Wert, Soll-Wert
und z-score des ethylierten THC

Ringversuchsnummer THC
Ist [ng/mg] Soll [ng/mg] Z-score
DHF 1/15 [90] 0,2 0,217 -0,38
DMS 1/15 [91] 0,065 0,0472 1,50

4.6.5 Vergleich eigener Validierungsparameter (Haar) mit Literaturmethoden

Aus den in Tab. 19 angegebenen Werten, zusdtzlich zu denen im Anhang, kann abgeleitet wer-
den, dass sich TBSH als Derivatisierungsmittel zum quantitativen Nachweis von THC im Haar
ab einer Konzentration von 31 pg/mg eignet. Zwar werden die Empfehlungen der GTFCh [44]
und der SoHT [53] damit erfiillt, jedoch wird nach aktuellen CTU-Kriterien [50] eine BG von
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0,02 ng/mg gefordert, welche mit dieser Methode nicht erreichbar ist. Es ist nicht unproblema-
tisch eine Nachweismethode fir die erforderlichen Grenzwertkonzentrationen von THC im

Haar zu entwickeln, wie anhand der Literatur ersichtlich wird (Tab. 22).
Tab. 22: Vergleich der vorgestellten (fett) mit publizierten Methoden in Bezug auf verwendete Verfahren,

linearen Bereich, NG und BG des THC im Haar; wenn nicht von den Autoren angegeben, wurde der Be-
reich zwischen BG und hiochstem Kalibrator als kalibrierter Bereich festgelegt

Autor verwendetes Verfahren [ yalibrierter Bereic;rlHC NG BG Anmerkung
[pg/mg] (linear) [pg/mg] | [pg/mg]

eigel:l‘z tl;f”" LLE, TBSH, GC/MS 31-700 48 | 307 Statviitlif;h(‘; ﬁ;?gt(l;““g
Cl;;“%glze] et LLE, GC/MS keine Angabe 100 :;gig;e keine Dsgi"saftlijifgng’ NG
M::F}E?Zg et HS-SPé\}/I(I;Z/,M NéSTFA, 200-20.000 50 270 statistislc\ll'g Eﬁgtgmg von
R R I I A
Sa;‘l’.m[‘;g‘i € | LLE, UHPLC-MS/MS 20-1.000 1,2 3.9 NG be szfj - 13(’) BG bei
Frar[1§ 3e]t al. LLIi’CP_ if/;)slirﬁ/sliéure, keine Angabe 5 10 keine Angabe

Cirimele et al. [92] prédsentierten eine Methode zur simultanen Bestimmung von THC, CBN
und CBD im Haar, mit der die drei Analyten ohne Derivatisierung erfasst wurden, sodass die
hohe BG fiir THC von 100 pg/mg plausibel ist. MuBBhoff et al. [14] konnten durch den kombi-
nierten Einsatz von Headspace Solid-Phase Microextraction (HS-SPME), Derivatisierung mit
MSTFA und GC/MS zur Detektion von THC, CBN und CBD Grenzwerte im mittleren pg/mg-
Bereich erzielen (Tab. 22). Nadulski et al. [31] erhielten ebenfalls durch die kombinierte Ver-
wendung von HS-SPME, BSTFA als Derivatisierungsmittel und GC/MS Grenzwerte, die sich
in der gleichen GroBenordnung wie die in dieser Arbeit ermittelten Werte befanden. Mit der
Verwendung von Ultra-High Performance Liquid-Chromatography/tandem Mass Spectrometry
(UHPLC-MS/MS), wie von Salomone et al. [93] beschrieben wurde, ist es mdglich BG fiir
THC von 3,9 pg/mg zu erreichen, weiterhin verfiigt die Methode iiber einen weiten linearen
Bereich. Wie in Kapitel 4.4 bereits erldutert, ist eine Gegeniiberstellung zwischen den beiden
Verfahren (GC/MS vs. LC-MS/MS) kritisch, da es sich um unterschiedliche Nachweismetho-
den handelt, die nur schwer miteinander vergleichbar sind.

Die Gerstel GmbH & Co. KG [94] stellte 2014 ein System vor, das eine automatische Durch-
fithrung der in Kapitel 3.6.2 beschriebenen Aufarbeitungsschritte gewihrleistet. Lediglich Ein-
wiegen und Mahlen der Haare sowie Zugabe des ISTD miissen manuell durchgefiihrt werden.

So konnen unter Umstédnden Fehlerquellen vermieden und Arbeitszeit eingespart werden. Ob
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sich das System jedoch in der Routineanalytik bewéhrt bleibt offen, da Storanfalligkeit und

Wartungsintervalle zum jetzigen Zeitpunkt nicht abschétzbar sind.

4.6.6 Analyse zweier authentischer Haarstrange auf Cannabinoide

Zu Beginn der Analysen wurden CBN, CBD und THCA-A nach Derivatisierung mit den TASH
ohne Matrix im GC/MS-Scan (Ermittlung von Fragment- bzw. Molekiilionen sowie RT) ana-
lysiert. AnschlieBend wurden Leerproben gespiked und im GC/MS-SIM gemessen. Letztlich
erfolgten Messungen an authentischen Haarproben. Ein aus diesen Untersuchungen resultieren-

des SIM-Chromatogramm fiir CBN, CBD und THCA-A ist in Abb. 30 dargestellt.

CBD CBN THCA-A
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Abb. 30: Strukturformeln, Konzentrationen, SIM-Ionen und RT von Dibutyl-CBD und Butyl-CBN am
Beispiel von Segment 2 aus Fall 1 (Kapitel 4.6.6.1) sowie Dibutyl-THCA-A am Beispiel von Segment 2 aus
Fall 2 (Kapitel 4.6.6.3); *Quantifier (aus Steinhagen et al. [88])

CBD verfiigt iiber zwei phenolische Hydroxygruppen (meta-Position), CBN besitzt eine phe-
nolischen Hydroxyfunktion, THCA-A hat zusétzlich eine Carboxylgruppe (ortho-Position). So-
mit besitzen die drei Cannabinoide chemische Voraussetzungen, um mit TASH derivatisiert zu
werden. In den SIM-Chromatogrammen zeigten sich Fragment- und Molekiilionen im hohen
Massenbereich, die ungestort von Matrixinterferenzen waren (Abb. 30). Da fiir THC eine vali-
dierte Methode fiir das butylierte Derivat bereits vorlag und sich fiir Dibutyl-CBD und Butyl-
CBN ebenfalls BG (CBN = 10,2 pg/mg, CBD = 9,5 pg/mg) iiber das S/N-Verhéltnis im unteren
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pg/mg-Bereich ergaben, wurde die Butylierung via TBSH fiir den Cannabinoidnachweis im

Haar gewihlt.

4.6.6.1 Fall 1: Analyse einer 19 cm langen Rastalocke

Eine 19 cm lange, ,,naturbelassene* Rastalocke aus der Okzipitalregion eines freiwilligen Spen-
ders, der nach eigenen Angaben regelméfig cannabishaltige Zigaretten konsumiert habe, wurde
dekontaminiert. Anschlieend erfolgte die Teilung des Haarstranges in 19 Abschnitte (1 Ab-
schnitt 2 1 cm). Die Nummerierung erfolgte von proximal nach distal. Jedes Segment wurde
nach entsprechender Aufarbeitung (Kapitel 3.6.1) auf das Vorhandensein der Cannabinoide
THC, CBN und CBD untersucht. Die quantitative Berechnung von THC erfolgte iiber die er-
mittelte Analysefunktion, die semiquantitative Bestimmung von CBN und CBD wurde mit

Hilfe der Isotopenverdiinnung abgeschitzt.
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Abb. 31: Segmentweise bestimmte Konzentrationen von THC, CBN und CBD in einer 19 cm langen Ras-
talocke; 1 cm pro Segment (Trendlinie gleitender Durchschnitt, n = 2; aus Steinhagen et al. [88])

Die Konzentrationen von THC, CBN und CBD erhdhten sich vom erstem zum zweiten Seg-
ment (Abb. 31). Ab dem dritten Abschnitt fielen die Konzentrationen der drei Analyten auf
mindestens unter 1 ng/mg und blieben in etwa auf diesem Niveau bis zum Segment 15 relativ
konstant. Danach erhdhten sich die Konzentrationen bis zum Segment 18 und fielen dann im
Abschnitt 19 wieder leicht ab. Uber den gesamten Verlauf hinweg konnten, bis auf eine Aus-
nahme, in allen Segmenten fiir CBN die hochsten Konzentrationen ermittelt werden. In den

mittleren Abschnitten (Segment 3-15) lagen die CBD-Konzentrationen durchgehend iiber der
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von THC, wéhrend an den proximalen (Abschnitt 1-2) und distalen (Abschnitt 16-19) Berei-

chen die THC-Konzentrationen hoher waren als die des CBD.

4.6.6.2 Beurteilung der Analyseergebnisse aus Fall 1

Die identifizierten Ionen (Tab. 7) der Analyten THC, CBN und CBD sowie der ISTD waren in
allen 19 untersuchten Segmenten ungestort nachweisbar. Es wird diskutiert, ob THC iiberwie-
gend {iber den Nebenstrom die Haarmatrix kontaminiert [16]. Entsprechend ist die Expositi-
onsfldche von entscheidender Bedeutung. Da der Haarstrang am proximalen (Segment 1-3) und
distalen Ende (Segment 16-19) kaum verfilzt war, wurden dort die Analyten aufgrund der gro-
Beren Oberflache im Vergleich zu den verfilzten Arealen (Segment 4-15) in einer wesentlich
hoheren Konzentration angelagert.

CBN ist ein Oxidationsprodukt des THC, welches u. a. durch Sauerstoff in der Umgebungsluft
aus THC entsteht [19]. Da CBN auch in geringen Mengen von der Cannabispflanze selbst syn-
thetisiert wird, erscheinen durchgehend hohere CBN-Konzentrationen (mit Ausnahme von Seg-
ment 1) aufgrund dieses Summationseffektes plausibel. Im ersten Segment konnten in etwa
gleiche Konzentrationen fiir THC und CBN ermittelt werden. Als Ursache wire eine einge-
schrinkte Luftzirkulation nahe der Kopthaut denkbar. Demnach kann weniger THC zu CBN
oxidiert werden, was zu anndhernd gleichen Konzentrationen der beiden Analyten fiihrt. Die
CBD-Konzentrationen lagen mit bis auf wenigen Ausnahmen fast durchgehend {iber der von
THC. Zwar enthélt kultivierter Hanf vom Drogentyp mehr THC als CBD [3], dennoch lassen
sich die hoheren CBD-Konzentrationen durch die Oxidation von THC zu CBN erkléren.

4.6.6.3 Fall 2: Analyse eines 23 cm langen Haarstranges

Ein mit Haarfdrbe- und Pflegemitteln behandelter Haarstrang wurde aus der Okzipitalregion
einer Probandin gewonnen, die gleichfalls iiber das regelméfige Rauchen von marihuanahalti-
gen Zigaretten berichtete. Die Aufarbeitung, Segmentierung und Analyse der jeweiligen
Cannabinoide erfolgten wie in den Kapiteln 3.6.1 und 3.6.2 beschrieben. Zusétzlich erfolgte ein

qualitativer Nachweis von THCA-A.
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Abb. 32: Segmentweise bestimmte Konzentrationen von THC, CBN und CBD in einem 23 cm langen Haar-
strang; 1 cm pro Segment (Trendlinie gleitender Durchschnitt, n = 2; aus Steinhagen et al. [88])

Die Konzentrationen von THC und CBN stiegen vom ersten bis zum zehnten Segment an
(Abb. 32), ab dem zehnten bis zum 23. Abschnitt war tendenziell ein Abfall der beiden Can-
nabinoidkonzentrationen zu verzeichnen. Die CBD-Konzentrationen blieben iiber den gesam-

ten relativ Haarstrang konstant.

4.6.6.4 Beurteilung der Analyseergebnisse aus Fall 2

THC, CBN und CBD waren in allen 23 analysierten Segmenten ungestort nachweisbar. Anstei-
gende Konzentrationen von THC und CBN in den proximalen zehn Segmenten lassen sich
einerseits durch vermehrte Rauchbelastung, andererseits durch Anlagerung von THC und CBN
iiber Schweill und Talg erkldren [31]. Der anschlieBende Konzentrationsabfall beider Analyten
kann u. a. mit der durch die Blondierung (etwa ab dem 10. Segment) bedingten Zerstérung der
Haarmatrix, der schiadigenden Wirkung von UV-Strahlung auf die Cannabinoide [10, 15, 34]
und den verwendeten Haarpflege- bzw. -farbeprodukten in Zusammenhang gebracht werden
[10, 34, 31]. Im Gegensatz zum Fall 1 (Abb. 31) lagen die THC-Konzentrationen (bis auf
wenige Ausnahmen) iiber der von CBN. Ein Resultat, welches Nadulski et al. [31] ebenfalls
beschrieben. Als Ursache kann eine Konservierung und inhibierter Abbau des THC aufgrund
vermehrter Haarpflege diskutiert werden [88]. Dass die CBD-Konzentration oftmals starken
Variationen unterlegen ist und in allen Segmenten (im Gegensatz zur Abb. 31) durchgehend

die niedrigsten Konzentration aufwies, wird nach Abgleich mit Literaturangaben fiir plausibel
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gehalten [31]. Weiterhin konnten die relativ konstant niedrigen CBD-Konzentrationen auf den
ohnehin geringen CBD-Gehalt des gerauchten Cannabis zuriickgefiihrt werden.

Ein Vergleich zwischen den Féllen 1 und 2 und die eventuelle Ableitung eines Konsummusters
anhand der Verldufe der Cannabinoidkonzentrationen konnen nicht erfolgen, da iiber die
genaue haarkosmetische Behandlung beider Probanden, den THC-Gehalt des verwendeten Ma-
rihuanas und die Bedingungen, unter denen geraucht wurde, (bspw. offene oder geschlossene
Réume) etc. keine Informationen vorliegen.

Bei einer durchschnittlichen Haarwachstumsrate von 1,1 +0,2 cm pro Monat [34] kann im
Fall 2 anhand der 23 Segmente ein Untersuchungszeitraum von min. 18 bis max. 25 Monaten
abgegrenzt werden. Im Fall 1 gestaltet sich der Riickschluss auf den Untersuchungszeitraum
anhand der Haarlinge schwierig, da sich die Haarliinge durch Verfilzen stark verkiirzt. Uber
die segmentale Analyse ganzer Haarstringe wird in der Literatur nur spérlich berichtet [31].
Meist werden nur die fiir eine Abstinenzpriifung empfohlenen proximalen 3-6 cm des Haar-
stranges berticksichtigt [50]. Dies entspricht etwa einem Untersuchungszeitraum von etwa
3 bzw. 6 Monaten [95]. Aussagen iiber die Cannabiskonsumgewohnheiten besonders im Hin-
blick auf die proximalen Haarsegmente sollten jedoch mit Vorsicht getroffen werden: Pragst et
al. [15] konnten zeigen, dass selbst nach viermonatiger Abstinenz unter Umstédnden noch THC-
Konzentrationen in den nachgewachsenen Haarabschnitten gemessen werden, die gewdhnlich

auf einen gelegentlichen Konsum hindeuten wiirden.

4.6.6.5 Qualitative Bestimmung von THCA-A in dem 23 cm langen Haarstrang

Aus Voruntersuchungen war bekannt, dass THCA-A mit der in Kapitel 3.6.2 beschriebenen
Extraktion, Derivatisierung via TASH und Messung mit der GC/MS erfasst werden konnte
(Abb. 30). In der Analyse des 23 cm langen Haarstranges (Fall 2, Abb. 32) wurde in jedem
Segment THCA-A detektiert. Das Signal war jedoch von geringer Intensitéit. Durch eine Zweit-
extraktion mit Hilfe eines LMG bestehend aus 1-Chlorbutan und Ethylacetat (3/1, v/v) konnte
aus der wissrigen Phase des Hydrolysates ein groferer Anteil der verbliebenen THCA-A ex-
trahiert werden, was intensivere Signale zur Folge hatte. Um zu priifen, in welchem Umfang
die Variation des Losungsmittels die Signalintensitét steigerte, wurden die Peakfldchen der
Erst- und Zweitmessung des prominentesten Ions der butylierten THCA-A (m/z 341) auf die

Einwaage bezogen. Anschlielend erfolgte die Quotientenbildung (Zweit-/Erstmessung).
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Abb. 33: Boxplot des Quotienten der Flichen aus Zweit- und Erstmessung des Ions m/z 341 der
THCA-A (n =23)

Durch den zusétzlichen Einsatz von 1 ml Ethylacetat erhdhten sich die Fliachen des prominen-
testen lons (m/z 341) im Median um das 13-fache (Abb. 33). Folgerichtig ist es zur Bestimmung
der THCA-A sinnvoll, eine zweite LLE mit 1-Chlorbutan und Ethylacetat (3/1, v/v) durchzu-

fihren.

4.6.6.6 Beurteilung der THCA-A-Extraktion

Eine quantitative Bestimmung von THCA-A im Haar ist entgegen Literaturangaben nach alka-
lischer Hydrolyse und basischer Extraktion prinzipiell moglich [34]. Jedoch ist fiir eine Quan-
tifizierung ein ISTD, der nicht zwangsldufig aus der deuterierten THCA-A bestehen miisse,
notwendig. Roth et al. [ 18] konnten zeigen, dass stattdessen auch THC-COOH-D3 geeignet sei.
Dies lief3 sich an matrixfreien Proben bestitigen. In matrixbelasteten Proben zeigten sich, wie
auch schon von Roth et al. [18] angegeben, deutliche Signalstorungen des Standards im alkali-
schen Milieu. Somit musste von THC-COOH-D3 als ISTD fiir THCA-A abgesehen werden. In
nachfolgenden Versuchen, die die Extraktion der Cannabinoide im sauren Milieu beinhalteten,
zeigten alle vier Analyten erhebliche Matrixinterferenzen. Demnach stellte eine Ansduerung
des alkalischen Haarhydrolysates keine Option dar. In Abhingigkeit von der Haarmatrix war
das THCA-A-Signal durch starkes Rauschen gestort, sodass THCA-A nicht immer bestimmt
werden konnte. Fraglich ist, ob durch weitere Losungsmittelvariationen und ergdnzende me-
thodischen Verdnderungen eine robuste Methode zur Detektion von THCA-A erstellt werden

kann. Eine alleinige Extraktion mit 1-Chlorbutan und Ethylacetat war nicht geeignet, da die
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Signale von CBD und THC in einigen Untersuchungen deutlich gestért waren und so erhebliche

Sensitivitdtsverluste vorlagen.

4.7 Urinanalyse

4.7.1 Gegeniiberstellung von MSTFA und TESH als Derivatisierungsreagenz zum Nachweis
von THC-COOH aus Urin

Es wurde analysiert, ob TESH als alternatives Derivatisierungsmittel fiir MSTFA zum Nach-
weis von THC-COOH im Urin in Frage kommt. Dazu wurden neun asservierte Urine verwen-
det, welche bereits mit MSTFA in der Routineanalytik positiv auf THC-COOH getestet
wurden. Diese Urine wurden wie in Kapitel 3.7 beschrieben aufgearbeitet und mit TESH bzw.
MSTFA derivatisiert (drei Messungen pro Derivatisierungsmittel). Die Konzentrationsberech-
nungen erfolgten iiber die Isotopenverdiinnung. Nachfolgend sind die Analyseergebnisse
gegeniibergestellt. Vergleichend sind in den Abb. 34 und 35 die berechneten Konzentrationen

von je drei Urinen in niedriger (Nr. 1-3), mittlerer (Nr. 4-6) und hoher Konzentration (Nr. 7-9)

aufgefiihrt.
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Abb. 34: THC-COOH-Konzentrationen der Probennummern 1-5 nach Derivatisierung mit MSTFA bzw.
TESH (n =3, MW =+ Spannweite); Cutoff = 10 ng/mL (rote Linie)

Die ermittelten THC-COOH-Konzentrationen differierten in dem entscheidenden Bereich von
10 ng/mL (Cutoff) [96] nur geringfiigig voneinander, gleiches galt fiir die mittleren Konzent-
rationen (Abb. 34). Im hohen Bereich (Abb. 35) lagen die THC-COOH-Konzentrationen nach
Derivatisierung mit TESH im Durchschnitt héher als nach Umsetzung mit MSTFA.

69



800

= MSTFA I
600 TESH I
=
£
(@]
£ 400
(&)
200
I
0
6 7 8 9
Probennummer

Abb. 35: THC-COOH-Konzentrationen der Probennummern 6-9 nach Derivatisierung mit MSTFA bzw.
TESH (n =3, MW + Spannweite)

4.7.2 Beurteilung der Urinanalyse

Die Konzentrationsbestimmungen der THC-COOH wurden iiber die Isotopenverdiinnung
durchgefiihrt, da eine Validierung mit praktischem Nutzen aufgrund von Konzentrations-
schwankungen des Urins (u. a. variierende Trinkmenge) nur schwer realisierbar ist [28]. Gene-
rell stellt TESH eine mdgliche Alternative zu MSTFA dar, da sich die ermittelten Konzentrati-
onen im Grenzbereich von 10 ng/uL (Cutoff) (Abb. 32, Probe 1-3) kaum unterschieden.
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5 Erfassung von Buprenorphin

Buprenorphin ist ein synthetisches Opioid und wird u. a. zur Substitution bei Heroinabhangig-
keit verabreicht. Es weist zwei Hydroxygruppen — eine phenolische und eine aliphatische — auf,
die am hiesigen Institut bisher mit TFAA acyliert wurden, um die chromatographischen Eigen-
schaften des Buprenorphins zu verbessern. Da es mdglich erscheint, mit den TASH nicht nur
Cannabinoide, sondern jegliche Verbindungen mit sauren funktionellen Gruppen zu derivati-

sieren, wurde Buprenorphin nach Derivatisierung mit TASH im GC/MS-Scan gemessen.
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Abb. 36: Strukturformel des butylierten Buprenorphins sowie EI-Massenspektrum (¢ = 500 pg/50 pL)

Es konnte jeweils ein prominentes Signal mit wenigen Fragmentionen im hohen Massenbereich
sowie das Molekiilion (im Fall des butylierten Derivates m/z 523) identifiziert werden (Abb. 36
und Tab. 23).

Tab: 23: SIM-Ionen von Buprenorphin (Analyt/ISTD) sowie RT; * am wenigsten gestorte Ionen des Analy-
ten

Derivatisierungsmittel SIM-Ionen Analyt/ISTD [m/z] RT [min]
TMSH 481/485, 424/428, 392*%/396 19,51
TESH 495/499, 438/442, 406*/410 19,67
TPSH 420%/424, 452/456, 509/513 20,59
TBSH 434%/438, 466/470, 523/527 21,76
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Im GC/MS-SIM waren die ausgewdhlten Ionen auch in Serumproben nahezu ungestoért von
Matrixinterferenzen detektierbar (Abb. 37). Entsprechend konnten iiber die am wenigsten ge-
storten Ionen, die in Tab. 23 mit ,,** markiert sind, BG (S/N = 10) im unteren ng/mL-Bereich
eruiert werden (Tab. 24).

7

Abundance x 10°

Zeit in min

Abb. 37: Ausschnitt eines SIM-Chromatogramms des butylierten Buprenorphin nach Serumextraktion
(c =10 ng/mL Analyt und ISTD)

Tab. 24: BG (S/N =10) nach Analyse von Leerseren gespiked mit Buprenorphin und Alkylierung mittels
TASH (¢ =10 ng/mL; n =3, MW und Spannweite)

Derivatisierungsreagenz MW [ng/mlL] Spannweite [ng/mL]
TMSH 0,40 0,39-0,42
TESH 0,47 0,35-0,61
TPSH 1,42 0,81-2,07
TBSH 1,26 0,91-1,53

Mit allen getesteten TASH konnten die entsprechenden alkylierten Buprenorphinderivate
gebildet werden. Die BG des methylierten und des ethylierten Buprenorphins lagen im Mittel
am niedrigsten, die des propylierten sowie butylierten Derivates lagen etwas hoher. Auf Grund-
lage der in Tab. 24 aufgelisteten Grenzwerte konnte eine Validierung des via TMSH oder TESH
alkylierten Buprenorphins durchgefiihrt werden.

Anhand der Molekiilstruktur konnte abgeleitet werden, dass Buprenorphin vermutlich nur an
der phenolischen, nicht aber an der aliphatischen Hydroxygruppe alkyliert wird, da aliphatische
Hydroxygruppen nicht sauer sind und somit auch nicht mit den TASH reagieren. Entsprechend
waren, unabhéngig von dem verwendeten TASH, nur die einfach alkylierten Derivate regist-

rierbar. Anders als bei THC-OH lieB3 sich — trotz der freien Hydroxyfunktion — kein Peaktailing
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feststellen. Denkbar wire eine ,,Abschirmung® dieser underivatisierten hydrophilen Gruppe
aufgrund der Konformation des Buprenorphinmolekiils (Strukturformel Abb. 36). Somit hatte

die verbliebene Polaritét keine negativen Auswirkungen auf die Chromatographie.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Analyten stellen lediglich eine kleine Auswahl an Verbin-
dungen dar, die mit Hilfe von TASH derivatisierbar sind. Voraussetzung fiir die Alkylierung
von Substanzen mittels TASH ist, dass diese Verbindungen iiber saure funktionelle Gruppen
verfiigen. Somit miissten weitere forensisch relevante Substanzen wie Codein und Hydrocodon,
aber auch Propofol und Lysergsdure aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften mit TASH alky-
lierbar sein. Durch Derivatisierung konnten sich auch hier die chromatographischen Eigen-

schaften und nicht zuletzt die Sensitivitit des Nachweisverfahrens verbessern.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden GC/MS-Methoden zum Nachweis von THC, THC-OH und
THC-COOH im Serum, sowie fiir THC, CBN, CBD und THCA-A im Haar unter Verwendung
von homologen Alkyliodiden (C2-Cs) bzw. synthetisierter, kommerziell nicht erhdltlicher Tri-
alkylsulfoniumhydroxide (C2-C4) entwickelt.
Fiir THC, THC-OH und THC-COOH konnten mit allen verwendeten n-Alkyliodiden — im Sys-
tem TBAH, DMSO und RI — geeignete Derivate gebildet werden. Fiir die ethylierten Derivate
wurde zudem eine Basisvalidierung durchgefiihrt. Verzweigtkettige Alkyliodide (iso- bzw. tert-
Alkyliodide) besitzen im Vergleich zu den isomeren n-Alkyliodiden im System TBAH, DMSO
und RI eine geringere Reaktivitdt, sodass sich abhingig von dem Verzweigungsgrad nur
bedingt die erwarteten Derivate von THC, THC-OH und THC-COOH detektieren liefen.
1,1,1-Trifluor-2-iodethan bildete ein unerwartetes lod-substituiertes THC-Derivat.
Mit Hilfe von Trialkylsulfoniumhydroxiden gelang es, phenolische Hydroxy- und Car-
boxylgruppen vollstindig, allylstindige Hydroxygruppen hingegen nur bedingt zu alkylieren.
Bis auf Triisopropylsulfoniumhydroxid reagierten alle getesteten Trialkylsulfoniumhydroxide
mit den untersuchten Cannabinoiden. Weiterhin zeigte sich, dass mit Ausnahme von Trime-
thylsulfoniumhydroxid THC-OH nur teilweise in die Dialkyl-Derivate iiberfithrt werden
konnte. Nach Modifikation der Cannabinoide mit Triethylsulfoniumhydroxid ergab sich in Vor-
untersuchungen die ungestorteste massenspektrometrische Detektion, entsprechend wurde
dieses Reagenz fiir die Basisvalidierung herangezogen. Unter Routinebedingungen verschlech-
terte sich jedoch die THC-OH-Detektion, sodass auf einen Einsatz dieser Methode in der Rou-
tineanalytik vorerst verzichtet wurde.
Bei Derivatisierung mit Trialkylsulfoniumhydroxiden betragt die Zeit- und Arbeitsersparnis bei
Aufarbeitung einer Probe im Vergleich zur Alkylierung mit Alkyliodiden ca. 45 min.
Durch Variation der Reaktionsbedingungen gelang es teilweise, die Ausbeute der Deri-
vate zu erhohen. Das Optimum fiir die Umsetzung der Analyten stellte eine 3 miniitige Vorin-
kubation in der Mikrowelle bei 400 W, 4 cm Abstand zum Mittelpunkt des Drehtellers und eine
Injektortemperatur von 320 °C dar. Allerdings gelang es beim THC-OH nicht, die Ausbeute an
Diethyl-THC-OH zu erhdhen. Unter diesen Bedingungen erscheint es dennoch moglich, die
derzeit noch bestehenden Defizite in der Umsetzung mit Triethylsulfoniumhydroxid zu behe-
ben, was sich in weiteren matrixbelasteten Probenmessungen bestédtigen muss.
Unter Verwendung von Tributylsulfoniumhydroxid konnte eine sensitive Methode entwickelt
werden, welche THC quantitativ, CBN und CBD semiquantitativ sowie THCA-A qualitativ im

Haar erfasst.
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Grundsétzlich sind Trialkylsulfoniumhydroxide auch zur THC-COOH-Bestimmung aus der
Matrix Urin geeignet. Da Trialkylsulfoniumhydroxide mit allen sauren Hydroxyfunktionen re-
agieren miissten, wurde beispielhaft der kritische Analyt Buprenorphin ausgewéhlt und dabei

eine vielversprechende Sensitivitit aus der Matrix Serum erzielt.
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Titel THC ethyliert (1-lodethan)

SOP Kombimethode, THC

Angaben zur Methode

Kurzbezeichnung der Methode
(agf. Nr.der SOP)

GC/MS-Methode zur Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COCH nach Derivatisierung

Anwendungsgebiet
Arbeitsbereich

Analyt

Weitere bestimmbare Analyte
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THC-OH, THC-COCH
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Methode giiltig erkldrt am

Methode ungiiltig erklart am

Zusammenfassung und Bewertung

Methode ist basisvalidiert und fiir die Routine geeignet

Inhaltsverzeichnis

1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodell

1.1, Target
111 Priifung auf Varianzhomogenitat (F-Test)
112 Priifung auf Linearitat (Mandel-Test)

1.2, Qualifier
1.2.1  Priifung auf Varianzhomogenitét (F-Test)
122  Priifung auf Linearitat (Mandel-Test)

1.3.  Ldsemittelkalibration
1.3.1  Priifung auf Ausreilter (F-Test)
1.3.2  Priifung auf Linearitdt (Mandel-Test)
1.3.3  Priifung auf Varianzhomogenitét (F-Test)

2. Genauigkeit
21, Level1
211 Wiederholprézision
21.2  Laborprazision
213 Richtigkeit
214  95%Intervall (40% / 30%)

22, Level2
221 Wiederholprazision
222 Laborprazision
223 Richtigkeit
224  95%-Intervall (30%)

23 Levell
231  Wiederholprazision
232 Laborprazision
233 Richtigkeit
234 95%-Intervall (30%)

24.  Zusammenfassung 95%-Intervall

3. Grenzwerte

3.1, Bestimmung nach DIN 32645
3.1.1  Bestimmung der Nachweisgrenze (schwaches lon)
3.1.2  Bestimmung der Bestimmungsgrenze (intensives lon)

3.2, Bestimmung mittels Alternativmethode
3.2.1 Nachweisgrenze aus dem Signal/Rauschverhaltnis
3.2.2  Bestimmungsgrenze aus der Wiederholprazision (20%)

4. Wiederfindung

4.1  Bestimmung der Wiederfindung
4.1.1  Bestimmung der Wiederfindung fiir hohe Konzentration
4.1.2  Bestimmung der Wiederfindung fiir niedrige Konzentration

42 Stabilitat
421 Bestimmung der Stabilitat bei hoher Konzentration
4.2.2  Bestimmung der Stabilitat bei niedriger Konzentration

43 Matrixeffekte
4.3.1  Uberprifung der Mafrixeffekte bei hoher Konzentration
4.3.2  Bestimmung der Matrixeffekte bei niedriger Konzentration
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1. Arbeitsbereich und Kalibrati fell
1.1 TARGET Messsignal: 327 MessgroRe: THC Einheit: _NG/ML
Konzentration 0,5 1,0 g,g 3,0 4,0
1 0,086 0,123 0,197 0,275 0,336
I} 2 0,064 0,126 0,216 0,301 0,368
% 3 0,075 0,137 0,205 0,268 0,371
@ 4 0,078 0,12 0,201 0,253 0,396
= 5 0,115 0,107 0179 0,255 0,333
6 0,12 0,114 0,174 0,244 0,317
Mittelwert 0,09 0,121 0,195 0,266 0,353
SD 0,0225 0,0102 0,0162 0,0202 0,0297
Varianz 0,0005 0,0001 0,0003 0,0004 0,0009
Werte 5,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Ausreisser-Test nach Grubbs
Extemwert [ 012 [ 0187 T o174 [ 0301 | 0396 | | | [ [ |
Prifwert | 1327 | 158 [ 134 [ 173 | 144 | | | [ [ |
Signifikanz 95%
Tabellenwert | 1822 | 1822 [ 1822 | 182 | 182 | | | [ | |
straggler? | nen | rem | nen | nen | nen | | | [ | |
Signifikanz 99%
Tabellenwert [ 1,344 1,944 1944 | 1944 | 1944 | | | | | |
Ausreifer? [ nein | nen | nen | nein [ nein | | | [ [ |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitat) |Mandel-F-Test auf Linearitat Lineare Kalibrationsfunktion Quadratische Kalibrationsfunktion
(Signifikanz 99%) (Signifikanz 99%) Y=ax+h Y= Au?+ B +C
Priifwert 0,4083 Priifwert 8,07 a 0,07488 A 000336 |
Tabellenwert 0,5635 Tabellenwert 98,5 b 0,04789 B 0.059877
Bestanden? ja Bestanden? ja R 09988 c 0,059065
Rest-SD 0,0060 R 0,9998
Rest-SD 0,0033
1.2 QUALIFIER I Messsignal: 313 MessgroBe: THC Einheit: _ng/mL |
Ki i 05 1,0 2,0 3,0 4,0
1 0,050 0,074 0,125 0,131 0,183
o) 2 0,043 0,066 0,110 0,148 0,171
5 3 0,035 0,069 0,091 0,145 0,180
@ 4 0,050 0,079 0,091 0124 0,178
= 5 0,046 0,085 0,128 0,131 0,181
6 0,048 0,075 0,120 0,131 0,186
Mittelwert 0,045 0,075 0,111 0,135 0,18
8D 0,006 0,007 0,016 0,009 0,005
Varianz 0,0 0,0 0,0 00 00
Werte 6 6 6 6 6
Extremwert [ 0035 | 0085 [ 0091 [ om8 [ o111 | | | | | |
Prifwert | 1798 | 1533 | 1219 | 1384 | 1565 | | | [ | |
Tabellenwert | 1822 | 1822 [ 1822 | 182 [ 182 | | | [ | |
Straggler?] _nen | nein | nein | nein | nen | | | | | |
Tabellenwert [ 1944 [ 19044 [ 1944 [ 194 [ 1944 | | | [ [ |
Ausreifer? [ nein | nen | nein | nein [ nein | | | | [ |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitat) |Mandel-F-Test auf Linearitat Lineare Kalibrationsfunktion Quadratische Kalibrationsfunktion
(Signifikanz 99%) (Signifikanz 98%) Y=ax+b Y=Ani+Bux+C
Priifwert 0,5789 Priifwert 0,1 a 0,036244 A -0,000949
Tabellenwert 05635 Tabellenwert 98,5 b 0,03298 B 0.040481
Bestanden? nein Linear? ja R 09935 ¢ 0.029623
Rest-SD 0,0069 R 0,9938
Rest-SD 0,0082
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1.3 LOSEMITTELKALIBRATION
Signifikanz %
Konzentration
Losemittel (xo) R
Matrix (xm) nicht durchgefiihrt
WFR gemessen |
WFR berechnet |
[Wiederfindungsfunktion Ausreifer-F-Test Cincaritats-Test Var homogenitats-F-Test
Xxm =2ao* xo + bo
a0 Kallbrator Nr. Priifwert RSD Grundkalibration
bo Priifwert Kritischer-Wert RSD Wiederfindung
R Kritischer-Wert Bestanden? Priifwert
Rest-SD Ausreisser? Kritischer-Wert
Bestanden?
Wiederfindungsrate Losemittelkalibration
80 Signifikanzniveau fir VB = 99%
75 1,0
70 03 -
65 i i
= 08 - Winkelhalbierende
55 07
50 :
R 45 06 -
o 40 = ]
; 35 s 95
30 S o04-
25
20 03
15 02 4
10
5 01 -
0 T T T T 1 0,0 . ' !
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 0,0 0,2 0,4 0,6 038 1,0
ohne Losemittel
2. Genauigkeit
2.1, Level 1
QC-Sollwert: [ 1,0 | Einheit: [ ng/mL
Tag1 Tag2 Tag 3 Tag4 Tag 5 Jag 6 Tag7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
1 1,024719 1,052521 0,967494 111821 1,001913 1,111049 1,002653 0,984396
2 1036363  1,118278 1,058377 1.122843 1,070027 1114398 1,050484 1,035681
3
@ 4
= 5
a 6
= 7
8
9
10
Mittelwert 1,03 1,09 1,01 1,12 1,04 1,11 1,03 1,01
BIAS, % 31 85 12 12,1 36 11,3 27 10
sD 0,01 0,05 0,06 0,00 0,05 0,00 0,03 0,04
RSD, % 0.8 43 6.2 0.3 46 02 33 3.6
enndaten OK Wiederholprazision Laborprazision
MW (ges.) 1,05 SD 0,04 SD 0,05
SD 0,05 RSD, % 35 RSD, % 4,9
RSD, % 49
Richtigkeit 95%-Intervall OK
Abw. 0,05 Faktor 2,382
Bias, % 54 B-Toleranz 0,98727 bis 123546
Priifbereich (30%) 0,7 bis 1,3
Priifbereich (40%) 0,6 bis 1,4
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22, Level2
QC-Sollwert: | 4 |  Einheit: [ ng/mL ]
Tag1 Tag2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
1 4642509 4,344309 4,204629 4618076 3,880059 4,709896 4,568292 4,664415
2 4527219 4,3506 4,124855 4,546342 4,039397 4,621553 4,834273 4,774401
3
o 4
5 5
2 6
= 7
8
9
10
Mittelwert 4,58 435 4,16 4,58 3,96 4,67 4,70 4,72
BIAS, % 14,6 8,7 41 14,6 -1,0 16,6 175 18,0
SD 0,08 0,00 0,06 0,05 o 0,06 0,19 0,08
RSD, % 1.8 0,1 14 1 2.8 1.3 4,0 16
Kenndaten 0K Wi prazision Laborprazision
MW (ges.) 447 SD 0,09 SD 0,29
sD 0,28 RSD, % 2.1 RSD, % 6.4
RSD, % 6,2
Richtigkeit 95%-Intervall Prufen
Abw. 047 Faktor 2,504
Bias, %  11,64191237| B-Toleranz 4,26529 bis 570584
Priifbereich (30%) 28 bis 52
2.3. Level 3
QC-Sollwert: [ |  Einheit: | |
Tag1 Tag2 Tag3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag8 Tag9 Tag10
1
2
3
® 4
= 5
) (]
w . -
£ 7 nicht durchgefihrt
8
9
10
Mittelwert
BIAS, %
sD
RSD, %
Kenndaten Wiederholprazision Laborprazision
MW (ges.) sD sD
sD RSD, % RSD, %
RSD, %
Richtigkeit 95%-Intervall
Abw. Faktor
Bias, % R-Toleranz
Priifbereich (30%)
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Zusammenfassung 95%-Intervall

Qc1 Qc2 Qc3
50,0
40,0
2 300 S
5 200
5 100 :I: T
A =
© 0.0 4
2 100 E
2 200
-30,0
-40,0 i
-50,0 |
[— 4% ——30%  —bias |
Zusammenfassung QCt Qc2 Qc3
B-Toleranz 0,98727 bis 1,23546 4,26529 bis 5,70584
% - 6,35 bis 17,19 4,49 bis 27,77
Priifbereich (30%) 0,7 bis 1,3 28 bis 5.2
Priifbereich (40%) 0,6 bis 1,4
3. Grenzwerte
3.1 Bestimung nach DIN 32645
Kalibrator Target Qualifier
Einheit
1 0,5 0,090 0,045 Targat Qualifier
2 10 0,121 0,075 040 1 020
3 20 0,195 011 03 el
4 3.0 0,266 0.135 0.3 014
5 40 0,353 0175 035 012 4
8| 2 0 2 00
7 3 o1 8 gg: 1
il 010 00 |
9| 0.05 002 -
10| 00 4 000
0,00 200 400 600
6 6 ahne ohne
Signifikanz 99 90
k-Wert 3 3 Lineare Kalibration Lineare Kalibration
AusreiBer-F-Test
Kalibrator Nr. 4 1
Priifiwert 263 441
Krit -Wert 99% 98,5 98.5
Ausreilter nein nein
Linearitits-Mandel-Test
Priifwert 8,07 0.53
Krit.-Wert 99% 98,5 98.5
Bestanden? ja ja
a 0,07488 0,035085
b 0,047894 0,034411
R 0,9988 0,9935
Rest-SD 0,006 0,0066
Grenzwerte
Nachweisgrenze 0,35 0,29
Erfassungsgrenze 0,89 0,59
i gsg 1,00 0,88
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32 i mittels ivmethodi
3.2.1 Nachweisg aus Signal/Rauschverhaltni
Dotiert Target Untergrund Target Qt Untergrund o Q2 Untergrund Q2
ohne 0 0 SIN 0 0 SIN 0 0 SIN
1
2
3 N . a
4 mit ChemStation-Software durchgefiihrt
5
6 | |
NG-1 00 ] NG-2 00 | NG-3 0,0
isgrenze : 0,0 |
3.2.2 Bestimmungsgrenze
| Vorgabe ohne ]
MESSUNG Konz, Wiederholprazision Bias
1 Mittelwert Bias
2 sSD Bias, %
3 RSD, %
4 Krit. Wert, % 20 Krit. Wert, % 20
5
6 |Beurteilung - |Kriterium: RSD und bias<20% |
4. WIEDERFINDUNG
4.1 WIEDERFINDUNG
QC-untere QC-obere
Konzentration| ohne | ohne ]
Lasemittel Matrix Losemittel Matrix
MESSUNG
1
2
3
4 . .
5 nicht durchgefiihrt
6
Mittelwert
sD
RSD, %
N (Werte)
Wiederfindung,%
RSD, %
4.2 STABILITAT
Konz-tief Konz-hoch
Zeit QC-Pool Zeit QC-Pool
MESSUNG |
Konz-tief Konz-hoch
z - 1 1 y—
nicht durchgefihrt 02 o2
0:7 o7
0.6 06
0.5 0%
04 04
0.3 03
Werte 0 0 02 02
o 0.1 01
min. Wert 0,0 0,0 0 0 lesesse——
max. Wert 0,0 0,0 0 5 10 0 5 10
Spanne 0,0 0,0
Spanne, % % %
Priifwert 250 % 250 %
Steigung
Abschnitt
R
Beurteilung Kriterium: Spanne < Priifwert
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4.3 MATRIXEFFEKTE - LC/MS/(MS)

[ act ] [ ac2 |
Reinsubstanz  Extrakt Matrix ~ Reinsubstanz  Extrakt Matrix
MESSUNG |
fir GC/MS nicht notwendig
Mittelwert
sSD
Varianz
Anzahl
Wiederfindung,%
RSD, %
Matrixeffekt,%
RSD, %
Beurteilung
Kriterium:  Recovery >=50%
SD <=25%
Matrixeffekte: 75-125%
Anmerkungen
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Giiltig ab: 01.11.14 Methode:  Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit 1-lodethan
Titel THC-OH ethyliert (1-lodethan)

SOP Kombimethode, THC-OH

Angaben zur Methode

Kurzbezeichnung der Methode
(gof. Nr.der SOP)

GC/MS-Methode zur Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung
mit 1-lodethan

Anwendungsgebiet
Arbeitsbereich

Analyt

Weitere bestimmbare Analyte

§24a StVG und weitere
0,5-4,0 ng/mL
THC-OH

THC, THC-COCH

Verantwortlichkeiten

Leiter der Validierung
Beteiligte Mitarbeiter

Dr. rer. hum. Dipl.-Chem. Ricarda Kegler, Dr. rer. nat. Dipl.-Chem. Daniel Rentsch
Robert Einsle, Robert Steinhagen

Bearbeitungszeitraum

April 2011-November 2014

Methode giiltig erklart am

01.11.2014

Methode ungiiltig erklart am

Zusammenfassung und Bewertung

Methode ist basisvalidiert und fiir die Routine geeignet

Inhaltsverzeichnis

1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodell

1.1, Target
1.1.1  Prifung auf Varianzhomogenitat (F-Test)
112 Prifung auf Linearitat (Mandel-Test)

1.2, Qualifier
1.21  Prifung auf Varianzhomogenitét (F-Test)
122  Priifung auf Linearitat (Mandel-Test)

1.3, Ldsemittelkalibration
1.3.1  Prifung auf Ausreilter (F-Test)
132 Prifung auf Linearitat (Mandel-Test)
1.3.3  Prifung auf Varianzhomogenitat (F-Test)

2. Genauigkeit
21, Level1
211  Wiederholprazision
212 Laborprazision
213 Richtigkeit
214 95%-Intervall (40% / 30%)

22, Level2
221 Wiederholprazision
2.2.2 Laborprazision
223 Richtigkeit
224  95%-Intervall (30%)

23, Level3
231  Wiederholprazision
232 Laborprazision
2.3.3 Richtigkeit
234  95%-Intervall (30%)

24, Zusammenfassung 95%-Intervall

3. Grenzwerte

3.1, Bestimmung nach DIN 32645
3.1.1  Bestimmung der Nachweisgrenze (schwaches lon)
3.1.2  Bestimmung der Bestimmungsgrenze (intensives lon)

3.2,  Bestimmung mittels Alternativmethode
3.2.1 Nachweisgrenze aus dem Signal/Rauschverhéltnis
3.2.2 Bestimmungsgrenze aus der Wiederholprazision (20%)

4. Wiederfindung

41  Bestimmung der Wiederfindung
4.1.1  Bestimmung der Wiederfindung fiir hohe Konzentration
4.1.2  Bestimmung der Wiederfindung fiir niedrige Konzentration

42  Stabilitat
4.2.1 Bestimmung der Stabilitat bei hoher Konzentration
4.2.2  Bestimmung der Stabilitat bei niedriger Konzentration

4.3 Matrixeffekte
431 Uberprifung der Matrixeffekte bei hoher Konzentration
432 Bestimmung der Matrixeffekte bei niedriger Konzentration
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Seite: 2von7 Institution: Institut fir Rechtsmedizin Rostock, Forensische Toxikologie
Giiltig ab: 01.11.14 Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit 1-lodethan
1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodell
1.1 TARGET Messsignal: 327 Messgrofe: THC-OH Einheit: ngmL |
Konzentration 0,5 1,0 2,0 3,0 4,0
1 0,043 0,098 0,229 0,303 0406
o 2 0,043 0,095 0,202 0,302 04
% 3 0,042 0,09 0,199 0,298 0,394
a 4 0,039 0,084 0,18 0,291 0,392
= 5 0,041 0,09 0,194 0,299 0,393
6 0,041 0,084 0,185 0,294 04
Mittelwert 0,042 0,08 0,198 0,298 0,398
SD 0,0014 0,0057 0,0173 0,0047 0,0055
Varianz 00 00 0,0003 0.0 00
Werte 6.0 60 6,0 6,0 6,0
Ausreisser-Test nach Grubbs
Extremwert [ 0038 | 0098 | 0229 | 0291 | 0406 | | | [ | |
Prifwert [ 1607 | 1372 | 4787 | 1432 | 158 | | ] | | |
Signifikanz 95%
Tabelenwert | 1822 | 1822 | 1802 [ 182 [ 182 | | | | | |
Straggler? | nein | nein | nen | nein [ nein | | | | | |
Signifikanz 99%
Tabellenwert | 1,944 1.944 1944 | 1944 [ 1944 | | | | | |
Ausreifler? | nein | nein I nein | nein ] nein I | | ] I |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitat) |Mandel-F-Test auf Linearitit Lineare Kalibrationsfunktion Quadratische Kalibrationsfunktion
(Signifikanz 99%) (Signifikanz 99%) Y=ax+b Y=Ax+Bx+C
Priifwert 0,7763 Priifwert 1,39 a 0,10225 A <0,00107
Tabellenwert 0,5635 Tabellenwert 985 b -0,00965 B 0,107021
Bestanden? nein Bestanden? ja R 0,9999 c -0,013201
Rest-SD 0,0027 R 0,9999
Rest-SD 0,0025
1.2 QUALIFIER [ gnal: 371 Messgrofe: THC-OH Einheit. _ngmL |
Konzentration 05 1,0 2,0 3,0 4,0
1 0,001 0,003 0,006 0,008 0,011
I} 2 0,001 0,002 0,006 0,008 0,011
é 3 0,001 0,001 0,005 0,007 0,011
a 4 0,001 0,001 0,006 0,008 0,010
= 5 0,000 0,002 0,005 0,009 0,013
6 0,001 0,002 0,005 0,009 0,012
Mittelwert 0,001 0,002 0,005 0,008 0,011
sD 0,0 0,001 0,001 0,001 0,001
Varianz 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Werte 6 6 6 6 6
Extremwert [ 0000 [ 0003 [ 0006 [ 0007 [ 0013 ] | | [ | |
Prifwert | 1313 | 1326 | 1685 | 1470 | 1491 | | | | | ]
Tabellenwert | 1822 [ 1822 [ 182 [ 182 [ 182 | | | [ | |
Straggler?] _nen | nein | nen [ nein | nein | | | [ | |
Tabellenwert | 1844 | 1944 [ 19044 [ 1944 [ 1944 ] | | [ | |
Ausreier? [ nen [ rmein | nen [ nein |  nein | | | | | |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitat) [Mandel-F-Test auf Linearitit Lineare Kalibrationsfunktion Quadratische Kalibrationsfunktion
(Signifikanz 99%) (Signifikanz 99%) Y=ax+b Y=An?+Bx+C
Priifwert 0,455 Priifwert 0,0 a 0,003103 A -0,000003
Tabellenwert 05635 Tabellenwert 98,5 b -0,00100 B 0003114
Bestanden? ja Linear? ja R 0,9990 c -0,00101
Rest-SD 0,0002 R 0,999
Rest-SD 0,0003
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Seite: 3von7 Institution:  Institut fir Rechtsmedizin Rostock, Forensische Toxikologie
Gilltig ab: 01.11.14 Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COQCH nach Derivatisierung mit 1-lodethan
1.3 LOSEMITTELKALIBRATION
Signifikanz %
Konzentration
Losemittel (xo) ] .
Matrix (xm) nicht durchgefuhrt
WFR gemessen |
WFR berechnet |
[Wiederfindungsfunktion Ausreifer-F-Test Cincaritats-Test Var homogenitats-F-Test
Xxm =2ao* xo + bo
a0 Kallbrator Nr. Priifwert RSD Grundkalibration
bo Priifwert Kritischer-Wert RSD Wiederfindung
R Kritischer-Wert Bestanden? Priifwert
Rest-SD Ausreisser? Kritischer-Wert
Bestanden?
Wiederfindungsrate Losemittelkalibration
80 Signifikanzniveau fir VB = 99%
75 1,0
70 9 -
65 i i
= 08 - Winkelhalbierende
55 07
50 ]
R 45 06 -
o 40 = ]
; 35 ] g
30 s 04
25
20 03
15 02 4
10
5 01 -
0 T T 0,0 ' !
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 0,0 0,2 0,4 0,6 038 1,0
ng/mL Losemittel
2. Genauigkeit
2.1, Level 1
QC-Sollwert: [ 1,0 | Einheit: [ ngiml |
Tag1 Tag2 Tag3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag8 Tag 9 Tag 10
1 0,993034 0,964013 1,018167 0,98382 0,9901 0,91291 0,905584 0,998224
2 0954127 0964857  0,949949 1,064343 1,002714 0855323 1001745 0945702
3
© 4
= 5
a 6
= 7
8
9
10
Mittelwert 097 0,96 0,98 1,02 1,00 0,88 0,95 0,97
BIAS, % -2,6 36 -16 19 -04 -118 46 28
sD 0,03 0,00 0,05 0,05 0,01 0,04 0,07 0,04
RSD, % 2.8 0.1 49 49 0.9 4.6 7.1 38
enndaten OK Wiederholprazision Laborprazision
MW (ges.) 0,97 SD 0,04 SD 0,05
SD 0,05 RSD, % 42 RSD, % 5,1
RSD, % 50
Richtigkeit 95%-Intervall OK
Abw. 0,03 Faktor 2,376
Bias, % 32 B-Toleranz 0,82142 bis 1,05422
Priifbereich (30%) 0,7 bis 1,3
Priifbereich (40%) 0,6 bis 1,4
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Giiltig ab: 01.11.14 Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit 1-lodethan
22, Level2
QC-Sollwert: | 4 | Einheit: [ ngimL |
Tag1 Tag2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
1 3764963 3904322 3873793 3720445 3966234 3968353 3888975  3,830852
2 3880132 3,716589 3911149 3,800573 4,052742 3908126 4,015359 3954794
3
o 4
5 5
2 6
= 7
8
9
10
Mittelwert 3,82 381 3,89 3,76 4,01 394 3,85 3.89
BIAS, % 4.4 47 27 6,0 0.2 15 1,2 27
SD 0,08 0,13 0,03 0.06 0.06 0,04 0,09 0,09
RSD, % 21 35 0.7 1,5 1.5 11 23 23
Kenndaten 0K Wi prazision Laborprazision
MW (ges.) 3,88 SD 0,08 SD 0,1
sD 0.1 RSD, % 20 RSD, % 26
RSD, % 2,5
Richtigkeit 95%-Intervall 0K
Abw. 0,12 Faktor 2,379
Bias, % 29 B-Toleranz 3,53595 bis 4,01003
Priifbereich (30%) 28 bis 52
2.3. Level 3
QC-Sollwert: [ |  Einheit: [ ngiml ]
Tag1 Tag2 Tag3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag8 Tag9 Tag10
1
2
3
® 4
5 5 . i
2 6 nicht durchgefiihrt
g 7
8
9
10
Mittelwert
BIAS, %
sD
RSD, %
Kenndaten Wiederholprazision Laborprazision
MW (ges.) sD sD
SD RSD, % RSD, %
RSD, %
Richtigkeit 95%-Intervall
Abw. Faktor
Bias, % R-Toleranz
Priifbereich (30%)
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Seite:
Giiltig ab:

Institution: Institut fiir Rechtsmedizin Rostock, Forensische Toxikologie
Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit 1-lodethan

Zusammenfassung 95%-Intervall

Qc1 Qcz Qcs3
50,0
40,0
300
5 200
c
g e I :
T 00 I I
2 200
-30,0
-40,0
-50,0 -
[— 4% —30% —bias |
Zusammenfassung Qc1 Qc2 Qc3
R-Toleranz 0,82142 bis 1,05422 3,53595 bis 4,01003
% - 15,18 bis 8,86 -8,98 bis 3,22
Priifbereich (30%) 0,7 bis 1,3 2,8 bis 5,2
Priifbereich (40%) 0,6 bis 1,4
3. Grenzwerte
3.1 Bestimung nach DIN 32645
Kalibrator Target Qualifier
Einheit
1 0,5 0,042 0,001 Targat Qualifier
2 10 0,000 0,002 0.45 LU
3| 20 0,198 0,005 0.40 001 |
4 30 0,302 0,008 ey 001 |
5|40 0,398 0011 - i
8| 8 " 8
s 0 S 0014
7l g s g
8l 010 Eall|
9 0,05 0.00 4
10 o+ 0,00
0,00 200 400 600 000 2,00 400 6,00
6 [ ngimL ngimL
Signifikanz 99 90
k-Wert 3 3 Lineare Kalibration Lineare Kalibration
AusreiBer-F-Test
Kalibrator Nr. 4 3
Priifwert 22 2,08
Krit -Wert 99% 98,5 98.5
Ausreilter nein nein
Linearitits-Mandel-Test
Priifwert 147 0.0
Krit.-Wert 99% 98,5 98.5
Bestanden? ja ja
a 0,102585 0,003103
b -0,009276 -0,001001
R 0,9997 0,999
Rest-SD 0,004 0,0002
Grenzwerte
Nachweisgrenze 0,16 0,12
Erfassungsgrenze 032 0,23
i gsg 0,54 046
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Giiltig ab: 01.11.14 Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit 1-lodethan
32 i mittels ivmethodi
3.2.1 Nachweisg aus Signal/Rauschverhaltni
Dotiert Target Untergrund Target Qt Untergrund o Q2 Untergrund Q2
ng/mL 0 0 SIN 0 0 SIN 0 0 SIN
1
2
3 . . s
4 mit ChemStation-Software durchgefiihrt
5
6
NG-1 0,0 NG-2 0,0 NG-3 0,0
isgrenze : 0,0 |
3.2.2 Bestimmungsgrenze
| Vorgabe ng/mL ]
MESSUNG Konz, Wiederholprazision Bias
1 Mittelwert Bias
2 sSD Bias, %
3 RSD, %
4 Krit. Wert, % 20 Krit. Wert, % 20
5
6 |Beurleilung - |Kri1emum: RSD und bias<20% |
4. WIEDERFINDUNG
4.1 WIEDERFINDUNG
QC-untere QC-obere
Konzentration| ngimL | ng/mL ]
Lasemittel Matrix Losemittel Matrix
MESSUNG
1
2
3
4
5 nicht durchgefiihrt
6
Mittelwert
sD
RSD, %
N (Werte)
Wiederfindung,%
RSD, %
4.2 STABILITAT
Konz-tief Konz-hoch
Zeit QC-Pool Zeit QC-Pool
MESSUNG |
Konz-tief Konz-hoch
1 1
0.9 08
nicht durchgefiihrt s 5
0.6 06
| 0.5 0%
04 04
0.3 03
Werte 0 0 02 02
o 0.1 01
min. Wert 0,0 0,0 0 0 +eseese——
max. Wert 0,0 0,0 0 5 10 0 5 10
Spanne 0,0 0,0
Spanne, % % %
Priifwert 250 % 250 %
Steigung
Abschnitt
R
Beurteilung Kriterium: Spanne < Priifwert
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Giiltig ab: 01.11.14 Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit 1-lodethan

4.3 MATRIXEFFEKTE - LC/MS/(MS)

[ act ] [ ac2 |
Reinsubstanz  Extrakt Matrix ~ Reinsubstanz  Extrakt Matrix
MESSUNG |
fur GC/MS nicht notwendig
|
Mittelwert
sSD
Varianz
Anzahl
Wiederfindung,%
RSD, %
Matrixeffekt,%
RSD, %
Beurteilung
Kriterium:  Recovery >=50%
SD <=25%
Matrixeffekte: 75-125%
Anmerkungen
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Seite: 1von7 Institution:  Institut fiir Rechtsmedizin Rostock, Forensische Toxikologie

Giiltig ab: 01.11.14 Methode:  Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit 1-lodethan
Titel THC-COOH ethyliert (1-lodethan)

SOP Kombimethode, THC-COOH

Angaben zur Methode

Kurzbezeichnung der Methode
(gof. Nr.der SOP)

GC/MS-Methode zur Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung
mit 1-lodethan

Anwendungsgebiet
Arbeitsbereich

Analyt

Weitere bestimmbare Analyte

§24a StVG und weitere
5-25ngimL
THC-COOH

THC, THC-OH

Verantwortlichkeiten

Leiter der Validierung
Beteiligte Mitarbeiter

Dr. rer. hum. Dipl.-Chem. Ricarda Kegler, Dr. rer. nat. Dipl.-Chem. Daniel Rentsch
Robert Einsle, Robert Steinhagen

Bearbeitungszeitraum

April 2011-November 2014

Methode giiltig erklart am

01.11.2014

Methode ungiiltig erklart am

Zusammenfassung und Bewertung

Methode ist basisvalidiert und fiir die Routine geeignet

Inhaltsverzeichnis

1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodell

1.1, Target
1.1.1  Prifung auf Varianzhomogenitat (F-Test)
112 Prifung auf Linearitat (Mandel-Test)

1.2, Qualifier
1.21  Prifung auf Varianzhomogenitét (F-Test)
122  Priifung auf Linearitat (Mandel-Test)

1.3, Ldsemittelkalibration
1.3.1  Prifung auf Ausreilter (F-Test)
132 Prifung auf Linearitat (Mandel-Test)
1.3.3  Prifung auf Varianzhomogenitat (F-Test)

2. Genauigkeit
21, Level1
211  Wiederholprazision
212 Laborprazision
213 Richtigkeit
214 95%-Intervall (40% / 30%)

22, Level2
221 Wiederholprazision
2.2.2 Laborprazision
223 Richtigkeit
224  95%-Intervall (30%)

23, Level3
231  Wiederholprazision
232 Laborprazision
2.3.3 Richtigkeit
234  95%-Intervall (30%)

24, Zusammenfassung 95%-Intervall

3. Grenzwerte

3.1, Bestimmung nach DIN 32645
3.1.1  Bestimmung der Nachweisgrenze (schwaches lon)
3.1.2  Bestimmung der Bestimmungsgrenze (intensives lon)

3.2,  Bestimmung mittels Alternativmethode
3.2.1 Nachweisgrenze aus dem Signal/Rauschverhéltnis
3.2.2 Bestimmungsgrenze aus der Wiederholprazision (20%)

4. Wiederfindung

41  Bestimmung der Wiederfindung
4.1.1  Bestimmung der Wiederfindung fiir hohe Konzentration
4.1.2  Bestimmung der Wiederfindung fiir niedrige Konzentration

42  Stabilitat
4.2.1 Bestimmung der Stabilitat bei hoher Konzentration
4.2.2  Bestimmung der Stabilitat bei niedriger Konzentration

4.3 Matrixeffekte
431 Uberprifung der Matrixeffekte bei hoher Konzentration
432 Bestimmung der Matrixeffekte bei niedriger Konzentration
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Seite: 2von7 Institution: Institut fir Rechtsmedizin Rostock, Forensische Toxikologie
Giiltig ab: 01.11.14 Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit 1-lodethan
1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodell
1.1 TARGET Messsignal: 327 Messgrofe: THC-COCH Einheit: ngmL |
Konzentration 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
1 0,298 0,535 0,867 1,097 1,336
o] 2 03 0,548 0,836 1,099 1,347
% 3 0,299 0,541 0,834 1,09 1,328
a 4 0,294 0,547 0,802 1,108 1,35
= 5 0,285 0,536 0,784 1,076 1,326
6 0,29 0,528 0,768 1,057 1,317
Mittelwert 0,294 0,539 0,815 1,087 1,334
sD [ 0,0059 00075 0,037 0,0181 0,0128
Varianz 00 0,0001 00014 0,0003 0,0002
Werte 6.0 60 6,0 6,0 6,0
Ausreisser-Test nach Grubbs
Extremwert [ 0285 [ 0528 | o8s7 [ 1057 [ 1317 ] | | [ | |
Prifwert [ 1532 | 1433 | 141 [ 1694 | 1337 | | ] | | |
Signifikanz 95%
Tabelenwert | 1822 | 1822 | 1802 [ 182 [ 182 | | | | | |
Straggler? | nein | nein | nen | nein [ nein | | | | | |
Signifikanz 99%
Tabellenwert | 1,944 1.944 1944 | 1944 [ 1944 | | | | | |
Ausreifler? | nein | nein I nein | nein ] nein I | | ] I |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitat) |Mandel-F-Test auf Linearitit Lineare Kalibrationsfunktion Quadratische Kalibrationsfunktion
(Signifikanz 99%) (Signifikanz 99%) Y=ax+b Y=Ax+Bx+C
Priifwert 0,7011 Priifwert 0,0 a 0,05256 A 0,0
Tabellenwert 0,5635 Tabellenwert 985 b 0,02568 B 0052606
Bestanden? nein Bestanden? ja R 0,9998 c 0,025405
Rest-SD 0,0103 R 0,9998
Rest-SD 0,0126
1.2 QUALIFIER | g 400 Messgrofe: THC-COCH Einheit: ng/mL. |
Konzentration 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
1 0,075 0,140 0,232 0,294 0,359
I} 2 0,077 0,139 0,220 0,289 0,357
é 3 0,077 0,147 0,226 0,294 0,358
a 4 0,075 0,146 0,221 0,299 0,368
= 5 0,075 0,148 0,215 0,298 0,366
6 0,074 0,147 0,209 0,294 0,359
Mittelwert 0,076 0,144 0,221 0,295 0,361
sD 0,001 0,004 0,008 0,004 0,005
Varianz 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Werte 6 6 6 6 6
Extremwert [ 0077 [ 0139 [ 0200 [ 0289 [ 0368 | | | [ | |
Prifwert | 1425 | 1330 | 1452 [ 153 | 1505 | | | | | ]
Tabellenwert | 1822 [ 1822 [ 182 [ 182 [ 182 | | | [ | |
Straggler?] _nen | nein | nen [ nein | nein | | | [ | |
Tabellenwert | 1844 | 1944 [ 19044 [ 1944 [ 1944 ] | | [ | |
Ausreier? [ nen [ rmein | nen [ nein |  nein | | | | | |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitat) [Mandel-F-Test auf Linearitit Lineare Kalibrationsfunktion Quadratische Kalibrationsfunktion
(Signifikanz 99%) (Signifikanz 99%) Y=ax+b Y=An?+Bx+C
Priifwert 0,5665 Priifwert 0,27 a 0,014422 A -0,000019
Tabellenwert 05635 Tabellenwert 98,5 b 0,00295 B 0,015002
Bestanden? nein Linear? ja R 0,9997 c -0,000429
Rest-SD 0,003 R 0,9998
Rest-SD 0,0034
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Gilltig ab: 01.11.14 Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COQCH nach Derivatisierung mit 1-lodethan
1.3 LOSEMITTELKALIBRATION
Signifikanz %
Konzentration
Losemittel (xo| 3 m
Matrix (E(m: nicht durchgefiihrt
WFR gemessen |
WFR berechnet |
[Wiederfindungsfunktion Ausreifer-F-Test Cincaritats-Test Var homogenitats-F-Test
Xxm =2ao* xo + bo
a0 Kallbrator Nr. Priifwert RSD Grundkalibration
bo Priifwert Kritischer-Wert RSD Wiederfindung
R Kritischer-Wert Bestanden? Priifwert
Rest-SD Ausreisser? Kritischer-Wert
Bestanden?
Wiederfindungsrate Losemittelkalibration
80 Signifikanzniveau fir VB = 99%
75 1,0
70 9 -
65 i i
= 08 - Winkelhalbierende
55 07
50 ]
R 45 06 -
o 40 = ]
; 35 ] g
: 2 os
20 03
15 02 4
10
5 01 -
0 T T T T | 0,0 . ' !
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 0,0 0,2 0,4 0,6 038 1,0
ng/mL Losemittel
2. Genauigkeit
2.1, Level 1
QC-Sollwert: [ 50 ] Einheit: [ ngiml
Tag1 Tag2 Tag3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag8 Tag 9 Tag 10
1 4770981 417108 4,257862 4275274 4,161026 4275337 421018 4,160962
2 4670193 4,23853 4254719 4270259  4,180591 4248693 4133865  4,232767
3
© 4
= 5
a 6
= 7
8
9
10
Mittelwert 472 420 4,26 427 417 4,26 417 4,20
BIAS, % -5,6 -159 -14,9 -145 -16,6 -14.8 16,6 -16,1
sD 0,07 0,05 0,00 0,00 0,01 0,02 0,05 0,05
RSD, % 1,5 131 0.1 0.1 0.3 04 1.3 1.2
enndaten OK Wiederholprazision Laborprazision
MW (ges.) 4,28 SD 0,04 SD 0,18
SD 0,18 RSD, % 10 RSD, % 43
RSD, % 42
Richtigkeit 95%-Intervall OK {40%)
Abw. 072 Faktor 2,506
Bias, % 14,4 B-Toleranz 3,20593 bis 4,12835
Priifbereich (30%) 3,5 bis 65
Priifbereich (40%) 3,0 bis 7,0
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Giiltig ab: 01.11.14 Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit 1-lodethan
22. Level2
QC-Sollwert: | 25 | Einheit: [ ngimL |
Tag1 Tag2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
1 |2537998804 24,07332388 25,39202216 24,27679908 24,0360999 24,51408945 2490638088 24,79913758
2| 2527553011 24,23726691 2542137863 2403987774 2411338691 2467310032 25,0663631 2461384779
3
o 4
5 5
2 6
= 7
8
9
10
Mittelwert 25,33 24,16 2541 24,16 2407 24,59 2499 247
BIAS, % 13 34 16 34 37 16 0,1 ET
SD| 007 0,12 0,02 0,17 0,05 01 011 013
RSD, % 03 05 0,1 07 02 05 05 0.5
Kenndaten 0K Wi prazision Laborprazision
MW (ges.) 24,68 SD 011 sD 0,54
SD 0,52 RSD, % 04 RSD, % 22
RSD, % 24
Richtigkeit 95%-Intervall 0K
Abw. 0,32 Faktor 2,507
Bias, % 13 B-Toleranz 23,0153 bis 2569774
Priifbereich (30%) 17,5 bis 32,5
2.3. Level 3
QC-Sollwert: [ |  Einheit: [ ngiml ]
Tag1 Tag2 Tag3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag8 Tag9 Tag10
1
2
3
® 4
= 5
E (]
= ; nicht durchgefiihrt
9
10
Mittelwert
BIAS, %
sD
RSD, %
Kenndaten Wiederholprazision Laborprazision
MW (ges.) sD sD
sD RSD, % RSD, %
RSD, %
Richtigkeit 95%-Intervall
Abw. Faktor
Bias, % R-Toleranz

Priifbereich (30%)
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Giiltig ab:

Institution: Institut fiir Rechtsmedizin Rostock, Forensische Toxikologie
Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit 1-lodethan

Zusammenfassung 95%-Intervall

Qc1 Qcz2 Qcs3
50,0
40,0
2 300
5 200
E 10,0 =
%] 0,0
T 00 } <
2 200
-30,0
-40,0
-50,0 L
[— 4% —30% —bias |
Zusammenfassung Qc1 Qc2 Qc3
R-Toleranz 3,20593 bis 4,12835 23,0153 bis 2569774
% - 25,13 bis -3,59 6,73 bis 4,14
Priifbereich (30%) 35 bis 65 17,5 bis 32,5
Priifbereich (40%) 3,0 bis 7,0
3. Grenzwerte
3.1 Bestimung nach DIN 32645
Kalibrator Target Qualifier
Einheit
1 50 0,294 0,076 Target Qualifier
2 10,0 0,539 0,144 1,60 040
3 15 0,815 0,221 140 035
4 20 1,087 0.295 120 030
5 25 1,334 0,361 1,00 025
8f 2 0@ 2 0w
7] 3 o g 015
8 040 0.10
9 00 005
10| 000 000
0,00 10,00 2000 30,00 0,00 1000 2000 30,00
6 [ ngimL ngimL
Signifikanz 99 90
k-Wert 3 3 Lineare Kalibration Lineare Kalibration
AusreiBer-F-Test
Kalibrator Nr. 2 4
Priifwert 352 2,78
Krit -Wert 99% 98,5 98.5
Ausreilter nein nein
Linearitits-Mandel-Test
Priifwert 0,0 0.27
Krit.-Wert 99% 98,5 98.5
Bestanden? ja ja
a 0052559 | 0,014422
b 0,025681 0,002954
R 0,9998 0,9997
Rest-SD 0,01 0,003
Grenzwerte
Nachweisgrenze 1,00 0,38
Erfassungsgrenze 2,01 0,76
i gsgl 334 1,55
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Giiltig ab: 01.11.14 Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit 1-lodethan
32 i mittels thod!
3.2.1 Nachweisg aus Signal/Rauschverhaltni
Dotiert Target Untergrund Target Qt Untergrund o Q2 Untergrund Q2
ng/mL 0 0 SIN 0 0 SIN 0 0 SIN
1
2
3
4 mit ChemStation-Software durchgefiihrt
5
6
NG-1 0,0 NG-2 0,0 NG-3 0,0
isgrenze : 0,0 |
3.2.2 Bestimmungsgrenze
| Vorgabe ng/mL ]
MESSUNG Konz, Wiederholprazision Bias
1 Mittelwert Bias
2 sSD Bias, %
3 RSD, %
4 Krit. Wert, % 20 Krit. Wert, % 20
5
6 |Beurteilung - |Kriterium: RSD und bias<20% |
4. WIEDERFINDUNG
4.1 WIEDERFINDUNG
QC-untere QC-obere
Konzentration| ngimL | ng/mL ]
Lasemittel Matrix Losemittel Matrix
MESSUNG
1
2
3
4
5 nicht durchgefiihrt
6
Mittelwert
sD
RSD, %
N (Werte)
Wiederfindung,%
RSD, %
4.2 STABILITAT
Konz-tief Konz-hoch
Zeit QC-Pool Zeit QC-Pool
MESSUNG |
Konz-tief Konz-hoch
1 i
0.9 08
nicht durchgefiihrt s o7
0.6 06
| 0.5 0%
04 04
0.3 03
Werte 0 0 02 o
o 0.1 01
min. Wert 0,0 0,0 0 0 lesesse——
max. Wert 0,0 0,0 0 5 10 0 5 10
Spanne 0,0 0,0
Spanne, % % %
Priifwert 25,0 % 25,0 %
Steigung
Abschnitt
R
Beurteilung Kriterium: Spanne < Priifwert

103



Validierungsprotokoll

Seite: TvonT7
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Giiltig ab: 01.11.14 Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit 1-lodethan

4.3 MATRIXEFFEKTE - LC/MS/(MS)

[ act ] [ ac2 |
Reinsubstanz  Extrakt Matrix ~ Reinsubstanz  Extrakt Matrix
MESSUNG |
fir GC/MS nicht notwendig
Mittelwert
sSD
Varianz
Anzahl
Wiederfindung,%
RSD, %
Matrixeffekt,%
RSD, %
Beurteilung
Kriterium:  Recovery >=50%
SD <=25%
Matrixeffekte: 75-125%
Anmerkungen
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Seite: 1von7 Institution:  Institut fiir Rechtsmedizin Rostock, Forensische Toxikologie

Giiltig ab: 01.02.15 Methode:  Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit TESH
Titel THC ethyliert (TESH)

SOP Kombimethode, THC

Angaben zur Methode

Kurzbezeichnung der Methode
(gof. Nr.der SOP)

GC/MS-Methode zur Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung
mit TESH

Anwendungsgebiet
Arbeitsbereich

Analyt

Weitere bestimmbare Analyte

§24a StVG und weitere
0,5-4,0 ng/mL

THC

THC-OH, THC-COOH

Verantwortlichkeiten

Leiter der Validierung
Beteiligte Mitarbeiter

Dr. rer. hum. Dipl.-Chem. Ricarda Kegler, Dr. rer. nat. Dipl.-Chem. Daniel Rentsch
Robert Steinhagen

Bearbeitungszeitraum

April 2014-Februar 2015

Methode giiltig erklart am

01.02.2015

Methode ungiiltig erklart am

Zusammenfassung und Bewertung

Die Methode ist basisvalidiert, aber aufgrund von Grenzwertiiberschreitungen derzeit nicht fir die
Routineanalytik geeignet

Inhaltsverzeichnis

1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodell

1.1, Target
1.1.1  Prifung auf Varianzhomogenitat (F-Test)
112 Prifung auf Linearitat (Mandel-Test)

1.2, Qualifier
1.21  Prifung auf Varianzhomogenitét (F-Test)
122  Priifung auf Linearitat (Mandel-Test)

1.3, Ldsemittelkalibration
1.3.1  Prifung auf Ausreilter (F-Test)
132 Prifung auf Linearitat (Mandel-Test)
1.3.3  Prifung auf Varianzhomogenitat (F-Test)

2. Genauigkeit
21, Level1
211  Wiederholprazision
212 Laborprazision
213 Richtigkeit
214 95%-Intervall (40% / 30%)

22, Level2
221 Wiederholprazision
2.2.2 Laborprazision
223 Richtigkeit
224  95%-Intervall (30%)

23, Level3
231  Wiederholprazision
232 Laborprazision
2.3.3 Richtigkeit
234  95%-Intervall (30%)

24, Zusammenfassung 95%-Intervall

3. Grenzwerte

3.1, Bestimmung nach DIN 32645
3.1.1  Bestimmung der Nachweisgrenze (schwaches lon)
3.1.2  Bestimmung der Bestimmungsgrenze (intensives lon)

3.2,  Bestimmung mittels Alternativmethode
3.2.1 Nachweisgrenze aus dem Signal/Rauschverhéltnis
3.2.2 Bestimmungsgrenze aus der Wiederholprazision (20%)

4. Wiederfindung

41  Bestimmung der Wiederfindung
4.1.1  Bestimmung der Wiederfindung fiir hohe Konzentration
4.1.2  Bestimmung der Wiederfindung fiir niedrige Konzentration

42  Stabilitat
4.2.1 Bestimmung der Stabilitat bei hoher Konzentration
4.2.2  Bestimmung der Stabilitat bei niedriger Konzentration

4.3 Matrixeffekte
431 Uberprifung der Matrixeffekte bei hoher Konzentration
432 Bestimmung der Matrixeffekte bei niedriger Konzentration
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Giiltig ab: 01.02.15 Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit TESH
1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodell
1.1 TARGET Messsignal: 327 MessgroRe: THC Einheit: ngmL |
Konzentration 0,5 1,0 2,0 3,0 4,0
1 0,089 0,132 0,255 0,36 0,535
o 2 0,085 0,125 0,23 0,371 0,523
% 3 0,081 0,146 0,239 0,35 0,487
a 4 0,081 0,116 0,269 0,374 0,521
= 5 0,09 0,125 0,278 0,388 0,512
6 0,086 0,128 0,254 0,396 0,566
Mittelwert 0,085 0,129 0,254 0,373 0,524
sD [ 0,003 00033 0,0176 0,0171 0,026
Varianz 00 0,0001 0,0003 0,0003 0,0007
Werte 6.0 60 6,0 6,0 6,0
Ausreisser-Test nach Grubbs
Extremwert [ 009 | 046 | 023 | 03 | 0566 | | | [ | |
Prifwert [ 1242 | 173 | 135 | 1388 | 1612 | | ] | | |
Signifikanz 95%
Tabelenwert | 1822 | 1822 | 1802 [ 182 [ 182 | | | | | |
Straggler? | nein | nein | nen | nein [ nein | | | | | |
Signifikanz 99%
Tabellenwert | 1,944 1944 1 4044 | 1044 | 1944 | | | | | |
Ausreifler? | nein | nein I nein | nein ] nein I | | ] I |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitat) |Mandel-F-Test auf Linearitit Lineare Kalibrationsfunktion Quadratische Kalibrationsfunktion
(Signifikanz 99%) (Signifikanz 99%) Y=ax+b Y=Ax+Bx+C
Priifwert 0,4868 Priifwert 10,39 a 0,12533 A 0,00789
Tabellenwert 0,5635 Tabellenwert 985 b 0,00981 B 0,09013
Bestanden? ja Bestanden? ja R 0,9978 c 0,036023
Rest-SD 0,0138 R 0,9996
Rest-SD 0,0088
1.2 QUALIFIER [ gnal: 313 Messgrofe: THC Einheit. _ngmL |
Konzentration 05 1,0 2,0 3,0 4,0
1 0,014 0,036 0,058 0,082 0,159
I} 2 0,013 0,032 0,056 0,104 0,164
é 3 0,014 0,027 0,056 0,091 0,144
a 4 0,027 0,020 0,100 0,110 0,157
= 5 0,020 0,021 0,080 0,123 0,175
6 0,037 0,030 0,050 0,131 0,202
Mittelwert 0,021 0,028 0,067 0,107 0,167
sD 0,01 0,006 0,019 0,019 0,02
Varianz 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Werte 6 6 6 6 6
Extremwert [ 0037 [ 0036 [ 0100 [ o082 [ 0202 ] | | [ | |
Prifwert | 1686 | 1266 | 1710 [ 1349 | 1763 | | | | | ]
Tabellenwert | 1822 [ 1822 [ 182 [ 182 [ 182 | | | [ | |
Straggler?] _nen | nein | nen [ nein | nein | | | [ | |
Tabellenwert | 1844 | 1944 [ 19044 [ 1944 [ 1944 ] | | [ | |
Ausreier? [ nen [ rmein | nen [ nein |  nein | | | | | |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitat) [Mandel-F-Test auf Linearitit Lineare Kalibrationsfunktion Quadratische Kalibrationsfunktion
(Signifikanz 99%) (Signifikanz 99%) Y=ax+b Y=An?+Bx+C
Priifwert 03149 Priifwert 23,82 a 0,04177 A 0.006738
Tabellenwert 05635 Tabellenwert 98,5 b -0,01002 B 0013935
Bestanden? ja Linear? ja R 0,9889 c 0,0107
Rest-SD 0,0104 R 0,9991
Rest-SD 0,0035
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Gilltig ab: 01.02.15 Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COCH nach Derivatisierung mit TESH
1.3 LOSEMITTELKALIBRATION
Signifikanz %
Konzentration
Losemittel (xo) i =
Matrix (xm) nicht durchgefiihrt
WFR gemessen |
WFR berechnet |
[Wiederfindungsfunktion Ausreifer-F-Test Cincaritats-Test Var homogenitats-F-Test
Xxm =2ao* xo + bo
a0 Kallbrator Nr. Priifwert RSD Grundkalibration
bo Priifwert Kritischer-Wert RSD Wiederfindung
R Kritischer-Wert Bestanden? Priifwert
Rest-SD Ausreisser? Kritischer-Wert
Bestanden?
Wiederfindungsrate Losemittelkalibration
80 Signifikanzniveau fir VB = 99%
75 1,0
70 9 -
65 i i
= 08 - Winkelhalbierende
55 07
50 ]
R 45 06 -
o 40 = ]
; 35 ] g
30 S o04-
25
20 03
15 02 4
10
5 01 -
0 T T T | 0,0 . ' !
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 0,0 0,2 0,4 0,6 038 1,0
ng/mL Losemittel
2. Genauigkeit
2.1, Level 1
QC-Sollwert: [ 1,0 | Einheit: [ ngiml |
Tag1 Tag2 Tag3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag8 Tag 9 Tag 10
1 1114491 0996708  1,060141  0,995126 1065687 0970997  1,116309  0,920595
2 1190517 0,83565 1,001136 1,010008  0.943979 1,016305 0,93993 0,846812
3
© 4
= 5
a 6
= 7
8
9
10
Mittelwert 1,15 097 1,03 1,00 1,00 0,99 1,03 0,88
BIAS, % 15,3 34 31 03 05 -0,6 28 -116
sD 0,05 0,04 0,04 0,01 0,09 0,03 0,12 0,05
RSD, % 4.7 45 4.0 1.0 8.6 32 12,1 59
enndaten OK Wiederholprazision Laborprazision
MW (ges.) 1,01 SD 0,06 SD 0,09
SD 0,09 RSD, % 6.4 RSD, % 8,7
RSD, % 86
Richtigkeit 95%-Intervall OK
Abw. 0,01 Faktor 2,381
Bias, % 0.8 B-Toleranz 0,80681 bis 1,2244
Priifbereich (30%) 0,7 bis 1,3
Priifbereich (40%) 0,6 bis 1,4

107



Validierungsprotokoll
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22, Level2
QC-Sollwert: | 4 | Einheit: [ ngimL |
Tag1 Tag2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
1 4331573 3,847953 4,268422 4,395517 4,119565 4,040994 3,745536 4,087068
2 4,054393 4,094832 4,299546 4454729 4,028022 4,126182 3,940414 4,04855
3
o 4
5 5
2 6
= 7
8
9
10
Mittelwert 4,19 397 4,28 443 4,07 4,08 3,84 4,07
BIAS, % 48 0,7 71 10,6 1.8 21 -39 1.7
SD 0,20 017 0,02 0.04 0.06 0,06 0,14 0,03
RSD, % 47 44 05 0,9 1.6 15 3.6 0.7
Kenndaten 0K Wi prazision Laborprazision
MW (ges.) 412 SD 01 SD 02
sD 0,19 RSD, % 27 RSD, % 48
RSD, % 47
Richtigkeit 95%-Intervall 0K
Abw. 0,12 Faktor 2,435
Bias, % 29 B-Toleranz 3,75757 bis 4,72018
Priifbereich (30%) 28 bis 52
2.3. Level 3
QC-Sollwert: [ |  Einheit: [ ngiml ]
Tag1 Tag2 Tag3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag8 Tag9 Tag10
1
2
3
4 . =
2 nicht durchgefiihrt
- 6
w
g 7
8
9
10
Mittelwert
BIAS, %
sD
RSD, %
Kenndaten Wiederholprazision Laborprazision
MW (ges.) sD sD
SD RSD, % RSD, %
RSD, %
Richtigkeit 95%-Intervall
Abw. Faktor
Bias, % R-Toleranz
Priifbereich (30%)
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Giiltig ab:

Institution: Institut fiir Rechtsmedizin Rostock, Forensische Toxikologie
Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit TESH

Zusammenfassung 95%-Intervall

Qc1 Qcz2 Qcs3
50,0 T
40,0 _ i
2 300 S i
20,0 i
= ) i
S 100 T I i
A =
G 0,0 1 {
2 100 l i
2 200
-30,0  —
-40,0
-50,0 |
[— 4% ——30%  —bias |
Zusammenfassung Qc1 Qc2 Qc3
R-Toleranz 0,80681 bis 1,2244 3,75757 bis 4,72018
% - 19,94 bis 21,50 -8,75bis 14,63
Priifbereich (30%) 0,7 bis 1,3 28 bis 5.2
Priifbereich (40%) 0,6 bis 1,4
3. Grenzwerte
3.1 Bestimung nach DIN 32645
Kalibrator Target Qualifier
Einheit
1 0,5 0,085 0,021 Targat Qualifier
2 10 0,129 0,028 0,60 1
3 20 0,254 0,067 0,50
4 3.0 0,373 0.107
5[40 0,524 0,167 o
Bl 2 0% ]
s S
| g m 8
8|
ol 0,10
10 0,00 4
0,00 200 400 600
[ B ngimb
Signifikanz 99 90
k-Wert 3 3 Lineare Kalibration Lineare Kalibration
AusreiBer-F-Test
Kalibrator Nr. 1 1
Priifwert 2,83 31
Krit -Wert 99% 98,5 98.5
Ausreilter nein nein
Linearitits-Mandel-Test
Prifwert 10,39 23.82
Krit.-Wert 99% 98,5 98.5
Bestanden? ja nein
a 0,125333 0,04177
b 0,009813 -0,010025
R 0,9978 0,9889
Rest-SD 0,014 0,0104
Grenzwerte
Nachweisgrenze 047 0,39
Erfassungsgrenze 0,95 0,77
i gsgl 1,25 121
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32 i mittels ivmethodi
3.2.1 Nachweisg aus Signal/Rauschverhaltni
Dotiert Target Untergrund Target Qt Untergrund o Q2 Untergrund Q2
ng/mL 0 0 SIN 0 0 SIN 0 0 SIN
1
2
3 N . I
4 mit ChemStation-Software durchgefiihrt
5
6
NG-1 0,0 NG-2 0,0 NG-3 0,0
isgrenze : 0,0 |
3.2.2 Bestimmungsgrenze
| Vorgabe ng/mL ]
MESSUNG Konz, Wiederholprazision Bias
1 Mittelwert Bias
2 sSD Bias, %
3 RSD, %
4 Krit. Wert, % 20 Krit. Wert, % 20
5
6 |Beurteilung - |Kriterium: RSD und bias<20% |
4. WIEDERFINDUNG
4.1 WIEDERFINDUNG
QC-untere QC-obere
Konzentration| ngimL | ng/mL
Lasemittel Matrix Losemittel Matrix
MESSUNG
1
2
3
4 nicht durchgefihrt
5
6
Mittelwert
sD
RSD, %
N (Werte)
Wiederfindung,%
RSD, %
4.2 STABILITAT
Konz-tief Konz-hoch
Zeit QC-Pool Zeit QC-Pool
MESSUNG |
Konz-tief Konz-hoch
) 1%
nicht durchgefiihrt 4 08
07 o7
0.6 06
0.5 0%
04 04
0.3 03
Werte 0 0 02 02
o 0.1 01
min. Wert 0,0 0,0 o 0 lessesse——
max. wErt 0‘0 U,U 0 5 10 0 5 10
Spanne 0,0 0,0
Spanne, % % %
Priifwert 25,0 % 25,0 %
Steigung
Abschnitt
R
Beurteilung Kriterium: Spanne < Priifwert
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Giiltig ab: 01.02.15 Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit TESH

4.3 MATRIXEFFEKTE - LC/MS/(MS)

[ act ] [ ac2 |
Reinsubstanz  Extrakt Matrix ~ Reinsubstanz  Extrakt Matrix
MESSUNG |
flir GC/MS nicht notwendig
Mittelwert
sSD
Varianz
Anzahl
Wiederfindung,%
RSD, %
Matrixeffekt,%
RSD, %
Beurteilung
Kriterium:  Recovery >=50%
SD <=25%
Matrixeffekte: 75-125%
Anmerkungen
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Seite: 1von7 Institution:  Institut fiir Rechtsmedizin Rostock, Forensische Toxikologie

Giiltig ab: 01.02.15 Methode:  Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit TESH
Titel THC-OH ethyliert (TESH)

SOP Kombimethode, THC-OH

Angaben zur Methode

Kurzbezeichnung der Methode
(gof. Nr.der SOP)

GC/MS-Methode zur Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung
mit TESH

Anwendungsgebiet
Arbeitsbereich

Analyt

Weitere bestimmbare Analyte

§24a StVG und weitere
0,5-4,0 ng/mL
THC-OH

THC, THC-COCH

Verantwortlichkeiten

Leiter der Validierung
Beteiligte Mitarbeiter

Dr. rer. hum. Dipl.-Chem. Ricarda Kegler, Dr. rer. nat. Dipl.-Chem. Daniel Rentsch
Robert Steinhagen

Bearbeitungszeitraum

April 2014-Februar 2015

Methode giiltig erklart am

01.02.2015

Methode ungiiltig erklart am

Zusammenfassung und Bewertung

Die Methode ist basisvalidiert, aber aufgrund von Grenzwertiiberschreitungen derzeit nicht fir die
Routineanalytik geeignet

Inhaltsverzeichnis

1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodell

1.1, Target
1.1.1  Prifung auf Varianzhomogenitat (F-Test)
112 Prifung auf Linearitat (Mandel-Test)

1.2, Qualifier
1.21  Prifung auf Varianzhomogenitét (F-Test)
122  Priifung auf Linearitat (Mandel-Test)

1.3, Ldsemittelkalibration
1.3.1  Prifung auf Ausreilter (F-Test)
132 Prifung auf Linearitat (Mandel-Test)
1.3.3  Prifung auf Varianzhomogenitat (F-Test)

2. Genauigkeit
21, Level1
211  Wiederholprazision
212 Laborprazision
213 Richtigkeit
214 95%-Intervall (40% / 30%)

22, Level2
221 Wiederholprazision
2.2.2 Laborprazision
223 Richtigkeit
224  95%-Intervall (30%)

23, Level3
231  Wiederholprazision
232 Laborprazision
2.3.3 Richtigkeit
234  95%-Intervall (30%)

24, Zusammenfassung 95%-Intervall

3. Grenzwerte

3.1, Bestimmung nach DIN 32645
3.1.1  Bestimmung der Nachweisgrenze (schwaches lon)
3.1.2  Bestimmung der Bestimmungsgrenze (intensives lon)

3.2,  Bestimmung mittels Alternativmethode
3.2.1 Nachweisgrenze aus dem Signal/Rauschverhéltnis
3.2.2 Bestimmungsgrenze aus der Wiederholprazision (20%)

4. Wiederfindung

41  Bestimmung der Wiederfindung
4.1.1  Bestimmung der Wiederfindung fiir hohe Konzentration
4.1.2  Bestimmung der Wiederfindung fiir niedrige Konzentration

42  Stabilitat
4.2.1 Bestimmung der Stabilitat bei hoher Konzentration
4.2.2  Bestimmung der Stabilitat bei niedriger Konzentration

4.3 Matrixeffekte
431 Uberprifung der Matrixeffekte bei hoher Konzentration
432 Bestimmung der Matrixeffekte bei niedriger Konzentration
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Giiltig ab: 01.02.15 Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit TESH
1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodell
1.1 TARGET Messsignal: 327 Messgrofe: THC-OH Einheit: ngmL |
Konzentration 0,5 1,0 2,0 3,0 4,0
1 0,057 0,098 0,22 0,38 0493
o 2 0,056 0,095 0,218 0,367 0492
% 3 0,042 0,109 0,202 0,364 0,48
a 4 0,05 0,117 0,198 0,372 0483
= 5 0,046 0,108 0,206 0,37 0,486
6 0,045 0,12 0,193 0,36 0,486
Mittelwert 0,049 0,108 0,206 0,369 0487
sD 0,006 00038 0,011 0,0069 0,0051
Varianz 00 0,0001 0,0001 0.0 00
Werte 6.0 60 6,0 6,0 6,0
Ausreisser-Test nach Grubbs
Extremwert [ 0042 | 009 | 022 | 038 | 048 | | | [ | |
Prifwert [ 1242 | T4 11281 | 1558 | 1315 | | ] | | |
Signifikanz 95%
Tabelenwert | 1822 | 1822 | 1802 [ 182 [ 182 | | | | | |
Straggler? | nein | nein | nen | nein [ nein | | | | | |
Signifikanz 99%
Tabellenwert | 1,944 1.944 1944 | 1944 [ 1944 | | | | | |
Ausreifler? | nein | nein I nein | nein ] nein I | | ] I |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitat) |Mandel-F-Test auf Linearitit Lineare Kalibrationsfunktion Quadratische Kalibrationsfunktion
(Signifikanz 99%) (Signifikanz 99%) Y=ax+b Y=Ax+Bx+C
Priifwert 03707 Priifwert 0,76 a 0,12668 A 0,00546
Tabellenwert 0,5635 Tabellenwert 985 b -0,02229 B 0,102302
Bestanden? ja Bestanden? ja R 0,9969 c -0,004141
Rest-SD 0,0166 R 0,9977
Rest-SD 0,0173
1.2 QUALIFIER [ gnal: 358 Messgrofe: THC-OH Einheit. _ngmL |
Konzentration 05 1,0 2,0 3,0 4,0
1 0,046 0,060 0,062 0,072 0,093
© 2 0,036 0,042 0,055 0,074 0,095
é 3 0,053 0,036 0,059 0,065 0,095
a 4 0,052 0,050 0,059 0,077 0,084
= 5 0,054 0,044 0,061 0,081 0,100
6 0,070 0,046 0,069 0,084 0,108
Mittelwert 0,052 0,046 0,061 0,076 0,096
sD 0,011 0,008 0,005 0,007 0,008
Varianz 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Werte 6 6 6 6 6
Extremwert [ 0070 [ 0060 [ 0069 [ 0065 [ 0084 | | | [ | |
Prifwert | 1626 | 1684 | 1703 [ 1574 | 1500 | | | | | ]
Tabellenwert | 1822 [ 1822 [ 182 [ 182 [ 182 | | | [ | |
Straggler?] _nen | nein | nen [ nein | nein | | | [ | |
Tabellenwert | 1844 | 1944 [ 19044 [ 1944 [ 1944 ] | | [ | |
Ausreier? [ nen [ rmein | nen [ nein |  nein | | | | | |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitat) [Mandel-F-Test auf Linearitit Lineare Kalibrationsfunktion Quadratische Kalibrationsfunktion
(Signifikanz 99%) (Signifikanz 99%) Y=ax+b Y=An?+Bx+C
Priifwert 0,3849 Priifwert 5,41 a 0,013455 A 0003342
Tabellenwert 05635 Tabellenwert 98,5 b 0,03777 B -0,001462
Bestanden? ja Linear? ja R 09627 c 0,048874
Rest-SD 0,0063 R 0,9901
Rest-SD 0,004
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Gilltig ab: 01.02.15 Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COCH nach Derivatisierung mit TESH
1.3 LOSEMITTELKALIBRATION
Signifikanz %
Konzentration
Losemittel (xo) icht durchaefiihrt
Matrix (xm) nicnt durcnhgeiu
WFR gemessen |
WFR berechnet |
[Wiederfindungsfunktion Ausreifer-F-Test Cincaritats-Test Var homogenitats-F-Test
Xxm =2ao* xo + bo
a0 Kallbrator Nr. Priifwert RSD Grundkalibration
bo Priifwert Kritischer-Wert RSD Wiederfindung
R Kritischer-Wert Bestanden? Priifwert
Rest-SD Ausreisser? Kritischer-Wert
Bestanden?
Wiederfindungsrate Losemittelkalibration
80 Signifikanzniveau fir VB = 99%
75 1,0
70 9 -
65 i i
= 08 - Winkelhalbierende
55 07
50 ]
R 45 06 -
o 40 = ]
; 35 ] g
30 S o04-
25
20 03
15 02 4
10
5 01 -
0 T T T T 1 0,0 : ' !
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 0,0 0,2 0,4 0,6 038 1,0
ng/mL Losemittel
2. Genauigkeit
2.1, Level 1
QC-Sollwert: [ 1,0 ] Einheit: [ ngiml
Tag1 Tag2 Tag3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag8 Tag 9 Tag 10
1 0892863  0,991435 0995071  0,936602 0966997 1043484 1089619  1,054399
2 0875968  0.936608 1086177 0942622 0.966267 0968013 0920247 1,039615
3
© 4
= 5
a 6
= 7
8
9
10
Mittelwert 0,88 0,96 1,04 0,94 097 1,01 0,99 1,05
BIAS, % -118 36 41 6,0 -3.3 06 05 47
sD 0,01 0,04 0,06 0,00 0,00 0,05 0,11 0,01
RSD, % 14 4.0 6.2 0.5 0.1 53 106 1.0
enndaten OK Wiederholprazision Laborprazision
MW (ges.) 0,98 SD 0,05 SD 0,06
SD 0,06 RSD, % 5.1 RSD, % 6,6
RSD, % 6.5
Richtigkeit 95%-Intervall OK
Abw. 0,02 Faktor 2,379
Bias, % 2.0 B-Toleranz 0,80808 his 1,1142
Priifbereich (30%) 0,7 bis 1,3
Priifbereich (40%) 0,6 bis 1,4
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22, Level2
QC-Sollwert: | 4 | Einheit: [ ngimL |
Tag1 Tag2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
1 3,94201 3934144 3,682189 3,613056 3,632142 3,936226 4,421841 3,654406
2 3,823997 3,838301 3741337 3,004694 3,788902 3,745702 4,201934 4,00669
3
o 4
5 5
2 6
= 7
8
9
10
Mittelwert 3,88 3,89 N 3,76 37 3,84 431 383
BIAS, % 29 28 72 6,0 7.2 4,0 78 4,2
SD 0,08 0,07 0,04 0.21 on 0,13 0,16 025
RSD, % 21 1.7 1.1 55 3.0 35 3.6 65
Kenndaten 0K Wi prazision Laborprazision
MW (ges.) 3,87 SD 0,15 SD 0,22
SD 0,22 RSD, % 3.8 RSD, % 57
RSD, % 56
Richtigkeit 95%-Intervall 0K
Abw. 0,13 Faktor 2,431
Bias, % 233 B-Toleranz 3,20513 bis 4,27064
Priifbereich (30%) 28 bis 52
2.3. Level 3
QC-Sollwert: [ |  Einheit: [ ngiml ]
Tag1 Tag2 Tag3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag8 Tag9 Tag10
1
2
3
4 5 =
g nicht durchgefiihrt
- 6
w
= 7
8
9
10
Mittelwert
BIAS, %
sD
RSD, %
Kenndaten Wiederholprazision Laborprazision
MW (ges.) sD sD
SD RSD, % RSD, %
RSD, %
Richtigkeit 95%-Intervall
Abw. Faktor
Bias, % R-Toleranz
Priifbereich (30%)
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Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit TESH

Zusammenfassung 95%-Intervall

Qc1 Qc2 Qcs3
50,0
40,0
2 300
5 200
c
5 100
5 1 T
2 100 I I
2 200
-30,0
-40,0
-50,0 |
[— 4% ——30%  —bias |
Zusammenfassung QCt Qc2 Qc3
R-Toleranz 0,80808 bis 1,1142 3,20513 bis 4,27064
% - 17,57 bis 13,65 -17,11 bis 10,45
Priifbereich (30%) 0,7 bis 1,3 28 bis 5.2
Priifbereich (40%) 0,6 bis 1,4
3. Grenzwerte
3.1 Bestimung nach DIN 32645
Kalibrator Target Qualifier
Einheit
1 0,5 0,049 0,046 Targat Qualifier
2 10 0,108 0,052 0,60 1
3 20 0,208 0,065 o
4 3.0 0,364 0.076
5[40 0,489 0,096 o
Bl 2 0% ]
s S
7 g ox g
8|
ol 0,10
10 0+
0,00 200 400 600 000 2,00 400 6,00
6 6 ngimL ngfmL
Signifikanz 99 90
k-Wert 3 3 Lineare Kalibration Lineare Kalibration
AusreiBer-F-Test
Kalibrator Nr. 3 4
Priifwert 1259 8,55
Krit -Wert 99% 98,5 98.5
Ausreiler ja nein
Linearitits-Mandel-Test
Priifwert 1,64 34
Krit.-Wert 99% 98,5 98.5
Bestanden? ja ja
a 0,126743 | 0,013738
b -0,022901 0,038054
R 0,997 0,9928
Rest-SD 0,016 0,0027
Grenzwerte
Nachweisgrenze 0,54 0,31
Erfassungsgrenze 1,08 0,62
immungsg 1,38 1,03
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32 mittels th
3.2.1 Nachweisg aus Signal/Rauschverhaltni
Dotiert Target Untergrund Target Qt Untergrund o Q2 Untergrund Q2
ng/mL 0 0 SIN 0 0 SIN 0 0 SIN
1
2
3
4 mit ChemStation-Software durchgefiihrt
5
6
NG-1 0,0 NG-2 0,0 NG-3 0,0
isgrenze : 0,0 |
3.2.2 Bestimmungsgrenze
| Vorgabe ng/mL ]
MESSUNG Konz, Wiederholprazision Bias
1 Mittelwert Bias
2 sSD Bias, %
3 RSD, %
4 Krit. Wert, % 20 Krit. Wert, % 20
5
6 |Beurteilung - |Kriterium: RSD und bias<20% |
4. WIEDERFINDUNG
4.1 WIEDERFINDUNG
QC-untere QC-obere
Konzentration| ngimL | ng/mL ]
Lasemittel Matrix Losemittel Matrix
MESSUNG
1
2
3
4 = =
g nicht durchgefiihrt
6
Mittelwert
sD
RSD, %
N (Werte)
Wiederfindung,%
RSD, %
4.2 STABILITAT
Konz-tief Konz-hoch
Zeit QC-Pool Zeit QC-Pool
MESSUNG
Konz-tief Konz-hoch
. = 1 L —
nicht durchgefiihrt 02 o2
0:7 o7
0.6 06
0.5 0%
04 04
0.3 03
Werte 0 0 02 o
o 0.1 01
min. Wert 0,0 0,0 0 0 +eseese——
max. wErt 0‘0 U,U 0 5 10 0 5 10
Spanne 0,0 0,0
Spanne, % % %
Priifwert 25,0 % 25,0 %
Steigung
Abschnitt
R
Beurteilung Kriterium: Spanne < Priifwert

117



Validierungsprotokoll

Seite: TvonT7

Institution: Institut fiir Rechtsmedizin Rostock, Forensische Toxikologie
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4.3 MATRIXEFFEKTE - LC/MS/(MS)

[ act ] [ ac2 |
Reinsubstanz  Extrakt Matrix ~ Reinsubstanz  Extrakt Matrix
MESSUNG |
fir GC/MS nicht notwendig
Mittelwert
sSD
Varianz
Anzahl
Wiederfindung,%
RSD, %
Matrixeffekt,%
RSD, %
Beurteilung
Kriterium:  Recovery >=50%
SD <=25%
Matrixeffekte: 75-125%
Anmerkungen
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Giiltig ab: 01.02.15 Methode:  Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit TESH
Titel THC-COOQH ethyliert (TESH)

SOP Kombimethode, THC-COOH

Angaben zur Methode

Kurzbezeichnung der Methode
(gof. Nr.der SOP)

GC/MS-Methode zur Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung
mit TESH

Anwendungsgebiet
Arbeitsbereich

Analyt

Weitere bestimmbare Analyte

§24a StVG und weitere
5-25ngimL
THC-COOH

THC, THC-OH

Verantwortlichkeiten

Leiter der Validierung
Beteiligte Mitarbeiter

Dr. rer. hum. Dipl.-Chem. Ricarda Kegler, Dr. rer. nat. Dipl.-Chem. Daniel Rentsch
Robert Steinhagen

Bearbeitungszeitraum

April 2014-Februar 2015

Methode giiltig erklart am

01.02.2015

Methode ungiiltig erklart am

Zusammenfassung und Bewertung

Die Methode ist basisvalidiert, aber aufgrund von Grenzwertiiberschreitungen derzeit nicht fir die
Routineanalytik geeignet

Inhaltsverzeichnis

1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodell

1.1, Target
1.1.1  Prifung auf Varianzhomogenitat (F-Test)
112 Prifung auf Linearitat (Mandel-Test)

1.2, Qualifier
1.21  Prifung auf Varianzhomogenitét (F-Test)
122  Priifung auf Linearitat (Mandel-Test)

1.3, Ldsemittelkalibration
1.3.1  Prifung auf Ausreilter (F-Test)
132 Prifung auf Linearitat (Mandel-Test)
1.3.3  Prifung auf Varianzhomogenitat (F-Test)

2. Genauigkeit
21, Level1
211  Wiederholprazision
212 Laborprazision
213 Richtigkeit
214 95%-Intervall (40% / 30%)

22, Level2
221 Wiederholprazision
2.2.2 Laborprazision
223 Richtigkeit
224  95%-Intervall (30%)

23, Level3
231  Wiederholprazision
232 Laborprazision
2.3.3 Richtigkeit
234  95%-Intervall (30%)

24, Zusammenfassung 95%-Intervall

3. Grenzwerte

3.1, Bestimmung nach DIN 32645
3.1.1  Bestimmung der Nachweisgrenze (schwaches lon)
3.1.2  Bestimmung der Bestimmungsgrenze (intensives lon)

3.2,  Bestimmung mittels Alternativmethode
3.2.1 Nachweisgrenze aus dem Signal/Rauschverhéltnis
3.2.2 Bestimmungsgrenze aus der Wiederholprazision (20%)

4. Wiederfindung

41  Bestimmung der Wiederfindung
4.1.1  Bestimmung der Wiederfindung fiir hohe Konzentration
4.1.2  Bestimmung der Wiederfindung fiir niedrige Konzentration

42  Stabilitat
4.2.1 Bestimmung der Stabilitat bei hoher Konzentration
4.2.2  Bestimmung der Stabilitat bei niedriger Konzentration

4.3 Matrixeffekte
431 Uberprifung der Matrixeffekte bei hoher Konzentration
432 Bestimmung der Matrixeffekte bei niedriger Konzentration
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1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodell
1.1 TARGET M l: 327 Messgrofe: THC-COCH Einheit: ngmL |
Konzentration 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
1 0,443 0,759 1,174 1,51 1,887
o 2 0,446 0,768 1,15 1521 1,882
% 3 0,44 0,764 1,186 1,551 1,853
a 4 044 0,845 1,155 1,463 1,88
= 5 0,445 0,821 1,198 1412 1,905
6 0,439 0,84 1,186 1,379 1,897
Mittelwert 0,442 08 1,176 1473 1,884
sD [ 0,0029 00403 0,0183 0,0667 0,0179
Varianz 00 00076 0,0004 0,0045 0,0003
Werte 6.0 60 6,0 6,0 6,0
Ausreisser-Test nach Grubbs
Extremwert [ 0446 [ 0845 | 115 [ 1379 | 1853 | | | [ | |
Prifwert | 1204 | 173 1 4305 | 1397 | 1734 | | | | [ |
Signifikanz 95%
Tabelenwert | 1822 | 1822 | 1802 [ 182 [ 182 | | | | | |
Straggler? | nein | nein | nen | nein [ nein | | | | | |
Signifikanz 99%
Tabellenwert | 1,944 1.944 1944 | 1944 [ 1944 | | | | | |
Ausreifler? | nein | nein I nein | nein ] nein I | | ] I |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitat) |Mandel-F-Test auf Linearitit Lineare Kalibrationsfunktion Quadratische Kalibrationsfunktion
(Signifikanz 99%) (Signifikanz 99%) Y=ax+b Y=Ax+Bx+C
Priifwert 0,6589 Priifwert 0,08 a 0,07114 A 0,00009
Tabellenwert 0,5635 Tabellenwert 985 b 0,08747 B 0068533
Bestanden? nein Bestanden? ja R 0,9991 c 0,102695
Rest-SD 0,0269 R 0,9992
Rest-SD 0,0324
1.2 QUALIFIER | g 400 Messgrofe: THC-COCH Einheit: ng/mL. |
Konzentration 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
1 0,119 0,210 0,339 0,437 0,538
I} 2 0,125 0,214 0,338 0,440 0,538
é 3 0,126 0,228 0,349 0,385 0,526
a 4 0,127 0,214 0,332 0,450 0,560
= 5 0,129 0,245 0,357 0417 0,562
6 0,120 0,240 0,343 0,396 0,523
Mittelwert 0,124 0,225 0,343 0421 0,541
sD 0,004 0,015 0,009 0,026 0,016
Varianz 0,0 0,0 0,0 0,001 0,0
Werte 6 6 6 6 6
Extremwert [ 0120 [ 0245 [ 0357 [ 0385 [ 052 | | | [ | |
Prifwert | 1255 | 1330 | 1577 [ 1380 | 1211 | | | | | ]
Tabellenwert | 1822 [ 1822 [ 182 [ 182 [ 182 | | | [ | |
Straggler?] _nen | nein | nen [ nein | nein | | | [ | |
Tabellenwert | 1844 | 1944 [ 19044 [ 1944 [ 1944 ] | | [ | |
Ausreier? [ nen [ rmein | nen [ nein |  nein | | | | | |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitat) [Mandel-F-Test auf Linearitit Lineare Kalibrationsfunktion Quadratische Kalibrationsfunktion
(Signifikanz 99%) (Signifikanz 99%) Y=ax+b Y=An?+Bx+C
Priifwert 0,5358 Priifwert 0,0 a 0,020583 A -0,000002
Tabellenwert 05635 Tabellenwert 98,5 b 0,02215 B 0,020651
Bestanden? ja Linear? ja R 0,9984 c 0,021755
Rest-SD 0,0106 R 0,9984
Rest-SD 0,013
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1.3 LOSEMITTELKALIBRATION
Signifikanz %
Konzentration
Losemittel (xo) i =
Matrix (xm) nicht durChgefuhrt
WFR gemessen |
WFR berechnet |
[Wiederfindungsfunktion Ausreifer-F-Test Cincaritats-Test Var homogenitats-F-Test
Xxm =2ao* xo + bo
a0 Kallbrator Nr. Priifwert RSD Grundkalibration
bo Priifwert Kritischer-Wert RSD Wiederfindung
R Kritischer-Wert Bestanden? Priifwert
Rest-SD Ausreisser? Kritischer-Wert
Bestanden?
Wiederfindungsrate Losemittelkalibration
80 Sianifikanzniveau flr VB = 99%
75 1,0
70 9 -
65 Winkelhalbierende
60 08 -
55 07
50 ]
R 45 06 -
o 40 = ]
; 35 ] g
30 S 04 -
25
20 03
15 02 4
10
B 01 -
0 T T T | 0,0 . ' !
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 0,0 0,2 04 0,6 08 1,0
ng/mL Losemittel
2. Genauigkeit
2.1, Level 1
QC-Sollwert: [ 50 | Einheit: [ ngiml |
Tag1 Tag2 Tag 3 Tag4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
1 4230732 5,183216 5,3462 5,065255 4,852656 5225216 4,668035 4,444106
2 4027473 4558678 480132 4,265955 5675224 542008 3,963066 4770518
3
© 4
= 5
a 6
= 7
8
9
10
Mittelwert 413 487 507 4,67 526 532 432 4,61
BIAS, % 174 26 15 6,7 53 65 43,7 7.9
sD 0,14 044 0,39 0,57 0,58 0,14 0,50 0.23
RSD, % 3.5 9.1 76 12,1 11.0 2.6 116 5.0
enndaten OK Wiederholprazision Laborprazision
MW (ges.) 478 SD 041 SD 0,52
D 051 RSD, % 86 RSD, % 10,9
RSD, % 10,7
Richtigkeit 95%-Intervall OK {40%)
Abw. 022 Faktor 2,379
Bias, % 44 B-Toleranz 3,33489 bis 580871
Priifbereich (30%) 3,5 bis 65
Priifbereich (40%) 3,0 bis 7,0
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22, Level2
QC-Sollwert: | 20 | Einheit: [ ngimL |
Tag1 Tag2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
1 |2049842899 19,15419553 19,33593771 21,91203872 22,11894719 22,00020683 19,19346355 19,91472933
2 |20,36327903 18,00813356 20,66910722 2261649708 2191269255 20,37602568 22,49513237 1825017943
3
o 4
5 5
2 6
= 7
8
9
10
Mittelwert 2043 18,58 20,00 22,26 22,02 21,19 20,84 19,08
BIAS, % 22 -1 0,0 113 10,1 59 42 -4.6
SD 0,10 081 0,94 0.50 015 1,15 233 1,18
RSD, % 05 44 4,7 2,2 0.7 54 1.2 6.2
Kenndaten 0K Wi prazision Laborprazision
MW (ges.) 20,55 SD 1,12 SD 153
sD 15 RSD, % 54 RSD, % 74
RSD, % 73
Richtigkeit 95%-Intervall 0K
Abw. 0,55 Faktor 2,381
Bias, % 28 B-Toleranz 17.48458 bis 24,75055
Priifbereich (30%) 14,0 bis 26,0
2.3. Level 3
QC-Sollwert: [ |  Einheit: [ ngiml ]
Tag1 Tag2 Tag3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag8 Tag9 Tag10
1
2
3
4 . 2
g nicht durchgefiihrt
2 6
w
g 7
8
9
10
Mittelwert
BIAS, %
sD
RSD, %
Kenndaten Wiederholprazision Laborprazision
MW (ges.) sD sD
SD RSD, % RSD, %
RSD, %
Richtigkeit 95%-Intervall
Abw. Faktor
Bias, % R-Toleranz
Priifbereich (30%)
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Seite:
Giiltig ab:

Institution: Institut fiir Rechtsmedizin Rostock, Forensische Toxikologie
Methode: Bestimmung von THC, THC-OH und THC-COOH nach Derivatisierung mit TESH

Zusammenfassung 95%-Intervall

Qc1 Qc2 Qcs3
50,0
40,0
2 300 e
5 200 -
S 100 I
A =
° 0.0 P o
2 100 _I_
2 200
,30‘0 —————
-40,0
-50,0 |
[— 4% ——30%  —bias |
Zusammenfassung Qc1 Qc2 Qc3
R-Toleranz 3,33489 bis 5,80871 17 48458 bis 24,75055
% -30,25 bis 21,49 -14,92 bis 20,43
Priifbereich (30%) 35 bis 65 14,0 bis 26,0
Priifbereich (40%) 3,0 bis 7,0
3. Grenzwerte
3.1 Bestimung nach DIN 32645
Kalibrator Target Qualifier
Einheit
1 50 0,440 0,136 Targat Qualifier
2 10,0 0,800 0,225 200 0g0
3 15 1,175 0,343 12 s
160 "
4 20 1,498 0.428 140 040
5 25 1,867 0,541 120
8 2 10 2 0w
s S
il g in 5 o
BI 040 010
9| 020
10| 000 000
0,00 10,00 2000 30,00 0,00 1000 2000 30,00
6 6 ngimL ngfmL
Signifikanz 99 90
k-Wert 3 3 Lineare Kalibration Lineare Kalibration
AusreiBer-F-Test
Kalibrator Nr. 3 3
Priifwert 85 1,18
Krit -Wert 99% 98,5 98.5
Ausreilter nein nein
Linearitits-Mandel-Test
Priifwert 0,35 0.16
Krit.-Wert 99% 98,5 98.5
Bestanden? ja ja
a 0,07103 0,020257
b 0,090357 0,03078
R 0,9998 0,9989
Rest-SD 0,014 0,0087
Grenzwerte
Nachweisgrenze 0,98 0,79
Erfassungsgrenze 197 1,58
i gsgl 328 3,04
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3.2 i mittels ivmethod

3.2.1 Nachweisg aus Signal/Rauschverhiltni

Dotiert Target Untergrund Target Qt Untergrund o Q2 Untergrund Q2
ng/mL 0 0 SIN 0 0 SIN 0 0 SIN
1
2
3 . . "
4 mit ChemStation-Software durchgefiihrt
5
6
NG-1 0,0 NG-2 0,0 NG-3 0,0
isgrenze : 0,0 |
3.2.2 Bestimmungsgrenze
| Vorgabe ng/mL ]
MESSUNG Konz, Wiederholprazision Bias
1 Mittelwert Bias
2 sSD Bias, %
3 RSD, %
4 Krit. Wert, % 20 Krit. Wert, % 20
5
6 |Beurteilung - |Kriterium: RSD und bias<20% |
4. WIEDERFINDUNG
4.1 WIEDERFINDUNG
QC-untere QC-obere
Konzentration| ngimL | ng/mL ]
Lasemittel Matrix Losemittel Matrix
MESSUNG
1
2
3
4 ¥ =
g nicht durchgefhrt
6
Mittelwert
sD
RSD, %
N (Werte)
Wiederfindung,%
RSD, %
4.2 STABILITAT
Konz-tief Konz-hoch
Zeit QC-Pool Zeit QC-Pool
MESSUNG
Konz-tief Konz-hoch
% - 1 17
nicht durchgefiihrt 02 o2
0:7 o7
0.6 06
0.5 0%
04 04
0.3 03
Werte 0 0 02 02
o 0.1 01
min. Wert 0,0 0,0 0 0 +eseese——
max. wErt 0‘0 U,U 0 5 10 0 5 10
Spanne 0,0 0,0
Spanne, % % %
Priifwert 250 % 250 %
Steigung
Abschnitt
R
Beurteilung Kriterium: Spanne < Priifwert
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4.3 MATRIXEFFEKTE - LC/MS/(MS)

[ act ] [ ac2 |
Reinsubstanz  Extrakt Matrix ~ Reinsubstanz  Extrakt Matrix
MESSUNG |
fir GC/MS nicht notwendig
Mittelwert
sSD
Varianz
Anzahl
Wiederfindung,%
RSD, %
Matrixeffekt,%
RSD, %
Beurteilung
Kriterium:  Recovery >=50%
SD <=25%
Matrixeffekte: 75-125%
Anmerkungen
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Titel THC buthyliert (TBSH)

SOP

Angaben zur Methode

Kurzbezeichnung der Methode
(gof. Nr.der SOP)

GC/MS-Methode zur Bestimmung von THC nach Extraktion aus alkalischem Haarhydrolysat
und Derivatiserung mit TBSH

Anwendungsgebiet
Arbeitsbereich

Analyt

Weitere bestimmbare Analyte

FeV und weitere
10-700 pg/mg

THC

CBN, CBD, THCA-A

Verantwortlichkeiten

Leiter der Validierung
Beteiligte Mitarbeiter

Dr. rer. hum. Dipl.-Chem. Ricarda Kegler, Dr. rer. nat. Dipl.-Chem. Daniel Rentsch
Robert Steinhagen

Bearbeitungszeitraum

Februar 2014-August 2014

Methode giiltig erklart am

01.08.2015

Methode ungiiltig erklart am

Zusammenfassung und Bewertung

Die Methode ist basisvalidiert und kann in der Routineanalytik verwendet werden

Inhaltsverzeichnis

1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodell

1.1, Target
1.1.1  Prifung auf Varianzhomogenitat (F-Test)
112 Prifung auf Linearitat (Mandel-Test)

1.2, Qualifier
1.21  Prifung auf Varianzhomogenitét (F-Test)
122  Priifung auf Linearitat (Mandel-Test)

1.3, Ldsemittelkalibration
1.3.1  Prifung auf Ausreilter (F-Test)
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41  Bestimmung der Wiederfindung
4.1.1  Bestimmung der Wiederfindung fiir hohe Konzentration
4.1.2  Bestimmung der Wiederfindung fiir niedrige Konzentration

42  Stabilitat
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4.2.2  Bestimmung der Stabilitat bei niedriger Konzentration

4.3 Matrixeffekte
431 Uberprifung der Matrixeffekte bei hoher Konzentration
432 Bestimmung der Matrixeffekte bei niedriger Konzentration
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1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodell
1.1 TARGET Messsignal: 370 MessgroRe: THC Einheit: pgmg |
Konzentration 10,0 20,0 50,0 100,0 200,0 500,0 700,0
1 0,051 0,108 0,251 0,628 1,066 2,999 4,001
o 2 0,049 0,109 0,228 0,618 1,133 292 4,284
§ 3 0,047 0,11 0,247 0,587 1,124 3,143 3,86
a 4 0,05 0,109 0,257 0,605 1,129 2,707 3,928
= 5 0,045 0,108 0,264 0,611 1,081 277 3,786
6 0,05 0,112 0,25 0,593 1,03 2,586 4,014
Mittelwert 0,049 0,109 0,25 0,606 1,094 2,854 3,994
sD [ 0,0021 00015 0,0123 0,0146 0,0418 0,2045 0,1785
Varianz 0.0 00 0,0002 0.0002 0,0017 0,0418 0,0319
Werte 6.0 60 6,0 6,0 6,0 6.0 6,0
Ausreisser-Test nach Grubbs
Extremwert [ 0045 [ 0112 T 0208 | o0g26 [ 103 [ 3143 [ 4284 | [ | |
Prifwert [ 17 | T/A8 | 47686 | 1375 | 159 | 1411 [ 1623 | | | |
Signifikanz 95%
Tabelenwert | 1822 | 1822 | 1802 [ 182 [ 182 [ 1802 | 182 | | | |
Straggler? | nein | nem | nein | nein | nein | nein | nein | | | |
Signifikanz 99%
Tabellenwert | 1,944 1.944 1944 | 1944 [ 1944 | doa4 | 1944 | | | |
Ausreifler? | nein | nein I nein | nein ] nein I nein | nein | ] I |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitat) |Mandel-F-Test auf Linearitit Lineare Kalibrationsfunktion Quadratische Kalibrationsfunktion
(Signifikanz 99%) (Signifikanz 99%) Y=ax+b Y=Ax+Bx+C
Priifwert 05517 Priifwert 0,12 a 0,00572 A 0.0
Tabellenwert 04866 Tabellenwert 2119 b -0,01166 B 0,005644
Bestanden? nein Bestanden? ja R 0,9998 c -0,007146
Rest-SD 0,0293 R 0,9999
Rest-SD 0,0322
1.2 QUALIFIER [ gnal: 355 Messgrofe: THC Einheit. _pgmg |
Konzentration 10,0 20,0 50,0 100,0 200,0 500,0 700,0
1 0,066 0,114 0,327 0,616 1,087 3,055 4,244
I} 2 0,065 0,118 0,309 0,654 1,192 3,017 4,457
é 3 0,062 0,119 0,330 0,615 1,153 3,241 4,006
@ 4 0,068 0,129 0,304 0,652 1,171 2,192 4,061
= 5 0,060 0,119 0,312 0,614 1,114 2,878 3,963
6 0,065 0,111 0,295 0,631 1,082 2,686 4,149
Mittelwert 0,064 0,118 0,313 0,63 1,133 2,845 4,147
sD 0,003 0,006 0,014 0,019 0,046 0,2 0,183
Varianz 0,0 0,0 0,0 0,0 0,002 0,04 0,033
Werte 6 6 6 6 6 6 6
Extremwert [ 0060 [ 0120 [ 0205 [ oss4 [ 1192 [ 3241 [ 4457 ] [ | |
Prifwert | 1553 | 1693 | 1304 | 1284 | 1288 | 1483 | 1701 | | | ]
Tabellenwert | 1822 | 1822 [ 182 [ 1822 [ 182 [ 182 [ 182 ] [ | |
Straggler?] _nen | nen | nen [ nein | nen | nein [ nein | [ | |
Tabellenwert | 1844 | 1944 [ 19044 [ 1044 [ 1944 [ 1044 [ 194 ] [ | |
Ausreier? [ nen [ rein | nemn [ nein | nen [ nein | mein | | | |
Cochran-Test (Varianzenhomogenitat) [Mandel-F-Test auf Linearitit Lineare Kalibrationsfunktion Quadratische Kalibrationsfunktion
(Signifikanz 99%) (Signifikanz 99%) Y=ax+b Y=An?+Bx+C
Priifwert 0,5256 Priifwert 1,31 a 0,005896 A 00
Tabellenwert 04866 Tabellenwert 2119 b 0,00482 B 0,005681
Bestanden? nein Linear? ja R 0,9999 c 0,017735
Rest-SD 0,0295 R 0,9999
Rest-SD 0,0286
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1.3 LOSEMITTELKALIBRATION
Signifikanz %
Konzentration
Losemittel (xo) .
Matrix (xm) nicht untersucht
WFR gemessen |
WFR berechnet |
[Wiederfindungsfunktion Ausreifer-F-Test Cincaritats-Test Var homogenitats-F-Test
Xxm =2ao* xo + bo
a0 Kallbrator Nr. Priifwert RSD Grundkalibration
bo Priifwert Kritischer-Wert RSD Wiederfindung
R Kritischer-Wert Bestanden? Priifwert
Rest-SD Ausreisser? Kritischer-Wert
Bestanden?
Wiederfindungsrate Losemittelkalibration
80 Signifikanzniveau fir VB = 99%
75 1,0
6 o8- .
= 08 - Winkelhalbierende
55 a7
50
R 45 06 -
o 40 = ]
; 35 5 0,5
30 S o04-
25
20 03
15 02 4
10
5 01 -
0 T T T T 1 0,0 : ' !
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 0,0 0,2 0,4 0,6 038 1,0
pg/mg Losemittel
2. Genauigkeit
2.1, Level 1
QC-Sollwert: [ 20 | Einheit: [ pgimg |
Tag1 Tag2 Tag3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag8 Tag 9 Tag 10

MESSUNG
S oo ~on b

Mittelwert
BIAS, %
SD

RSD, %

20,3432955 18.87177517 19,63960714 20,26300149 2189378389
2040847441 20,19075304 19,54544076 18,33791471 20,22648419

20,38 19,53 19,59 19,30 21,06
19 23 20 35 53
0,05 0,93 0,07 1,36 1,18
0.2 48 0.3 [ 5.6
enndaten OK Wiederholprazision Laborprazision
MW (ges.) 19,97 SD 081 SD 0,97
SD 0,97 RSD, % 45 RSD, % 4,9
RSD, % 48
Richtigkeit 95%-Intervall OK
Abw. 0,03 Faktor 2,631
Bias, % 01 R-Toleranz 17,38481 bis 22,50388
Priifbereich (30%) 14,0 bis 260
Priifbereich (40%) 12,0 bis 28,0
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22, Level2
QC-Sollwert: | 200 | Einheit: [ pgimg |
Tag1 Tag2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
1 196,5 2016 189,0 203,86 1874
2 198,8 2005 1837 206,1 191,9
3
o 4
5 5
2 6
= 7
8
9
10
Mittelwert [~ 197 64 201,07 186,37 204,87 189,65
BIAS, % -1,2 05 -6,8 24 -5,2
SD 1,64 0,80 3,76 1.74 3.19
RSD, % 08 04 20 0.9 1.7
Kenndaten 0K Wi prazision Laborprazision
MW (ges.) 195,92 SD 248 SD 7,94
sD 7.53 RSD, % 13 RSD, % 41
RSD, % a8
Richtigkeit 95%-Intervall 0K
Abw. 4,08 Faktor 3,035
Bias, % 2,0 B-Toleranz 167,80945 bis 216,02874
Priifbereich (30%) 140,0 bis 260,0
2.3. Level 3
QC-Sollwert: [ |  Einheit: [ pgimg ]
Tag1 Tag2 Tag3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7 Tag8 Tag9 Tag10
1
2
3
g
2 nicht untersucht
]
= 7
8
9
10
Mittelwert
BIAS, %
sD
RSD, %
Kenndaten Wiederholprazision Laborprazision
MW (ges.) SD SD
SD RSD, % RSD, %
RSD, %
Richtigkeit 95%-Intervall
Abw. Faktor
Bias, % R-Toleranz
Priifbereich (30%)
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Zusammenfassung 95%-Intervall

Qc1 Qcz QC3
50,0 T
40,0 :
300 L
5 200 i
c 1
£ ‘oo I T
T 00 L I
2 200
-30,0 1
40,0 i
-50,0 -
[— 4% —30% —bias |
Zusammenfassung QCt Qc2 Qc3
R-Toleranz 17,38481 bis 22,50388 | 167,80945 bis 216,02874
% -12,95 bis 12,68 -14,35 bis 10,28
Priifbereich (30%) 14,0 bis 26,0 140,0 bis 260,0
Priifbereich (40%) 12,0 bis 28,0
3. Grenzwerte
3.1 Bestimung nach DIN 32645
Kalibrator Target Qualifier
Einheit
1 10,0 0,049 0,064 Targat Qualifier
2] 20 0,109 0,118 450 450
3 50 0,250 0313 400 400
4100 0,584 0,630 3o g
52000 1,094 1,133 o o
[ 500,0 2,854 2945 2 I g 2
s S
71 7000 3,994 4,147 8 450 8 1m0
8l 100 100
9| 050 0,50
10] 000 0.00
000 20000 40000 60000 80000 000 20000 400,00 60000 80000
6 3 pging pgimg
Signifikanz 99 90
k-Wert 3 3 Lineare Kalibration Lineare Kalibration
AusreiBer-F-Test
Kalibrator Nr. 5 5
Priifwert 474 9,22
Krit -Wert 99% 21,19 21,19
Ausreilter nein nein
Linearitits-Mandel-Test
Priifwert 0,38 1.3
Krit.-Wert 99% 21,19 21,19
Bestanden? ja ja
a 0,005726 0,005896
b -0,016343 0,00482
R 0,9999 0,999
Rest-SD 0,023 0,0295
Grenzwerte
Nachweisgrenze 8,80 482
Erfassungsgrenze 17,61 963
i gsg 30,68 19,39
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32 i mittels ivmethodi
3.2.1 Nachweisg aus Signal/Rauschverhaltni
Dotiert Target Untergrund Target Qt Untergrund o Q2 Untergrund Q2
pgimg 0 0 SIN 0 0 SIN 0 0 SIN
1
2
i mit ChemStation-Software durchgefiihrt
5
6
NG-1 0,0 NG-2 0,0 NG-3 0,0
isgrenze : 0,0 |
3.2.2 Bestimmungsgrenze
| Vorgabe pgimg ]
MESSUNG Konz, Wiederholprazision Bias
1 Mittelwert Bias
2 sSD Bias, %
3 RSD, %
4 Krit. Wert, % 20 Krit. Wert, % 20
5
6 |Beurteilung - |Kriterium: RSD und bias<20% |
4. WIEDERFINDUNG
4.1 WIEDERFINDUNG
QC-untere QC-obere
Konzentration| pgimg | pgimg ]
Lasemittel Matrix Losemittel Matrix
MESSUNG
1
2
3 3 =
4 nicht durchgefiihrt
5
6
Mittelwert
sD
RSD, %
N (Werte)
Wiederfindung,%
RSD, %
4.2 STABILITAT
Konz-tief Konz-hoch
Zeit QC-Pool Zeit QC-Pool
MESSUNG
Konz-tief Konz-hoch
) 1%
. . 09 08
nicht durchgefiihrt 08 0
07 o7
0.6 06
0.5 0%
04 04
0.3 03
Werte 0 0 02 o
o 0.1 01
min. Wert 0,0 0,0 0 0 lesesse——
max. wErt 0‘0 U,U 0 5 10 0 5 10
Spanne 0,0 0,0
Spanne, % % %
Priifwert 25,0 % 25,0 %
Steigung
Abschnitt
R
Beurteilung Kriterium: Spanne < Priifwert
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4.3 MATRIXEFFEKTE - LC/MS/(MS)

[ act ] [ ac2 |
Reinsubstanz  Extrakt Matrix ~ Reinsubstanz  Extrakt Matrix
MESSUNG |
flir GC/MS nicht notwendig
Mittelwert
sSD
Varianz
Anzahl
Wiederfindung,%
RSD, %
Matrixeffekt,%
RSD, %
Beurteilung
Kriterium:  Recovery >=50%
SD <=25%
Matrixeffekte: 75-125%
Anmerkungen
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Thesen

1. Mit Hilfe homologer n-Alkyliodide (C;-Cs) konnen THC, THC-OH und
THC-COOH — im System TBAH, DMSO und RI — in fiir die GC/MS-Analytik geeig-
nete Derivate tiberfiihrt werden. Diese hoher molekularen Alkyl-Cannabinoide verbes-
sern zudem teilweise die massenspektrometrischen Detektion im Vergleich zu den Me-

thyl-Cannabinoiden.

2. Verzweigtkettige Alkyliodide (iso- bzw. fert-Alkyliodide) besitzen im Vergleich zu den
isomeren n-Alkyliodiden (im System TBAH, DMSO und RI) eine geringere Reaktivitét,
sodass sich abhingig von dem Verzweigungsgrad nur bedingt die erwarteten Derivate
von THC, THC-OH und THC-COOH detektieren lassen. Fluorsubstituierte Alkyliodide

reagieren, wenn iiberhaupt, nur mit THC zu einem entsprechenden Derivat.

3. Nach Extraktion der Cannabinoide aus dem Serum lassen sich mit mindestens einem
der untersuchten Alkyliodide, sowohl iiber das Signal/Rausch-Verhéltnis als auch iiber
die Kalibrierfunktion, Nachweis- und Bestimmungsgrenzen im unteren einstelligen

ng/mL-Bereich ermitteln.

4. Mittels selbst synthetisierter Trialkylsulfoniumhydroxide (C>-Cs4) als Alkylierungsrea-
genz ist es moglich, Cannabinoide mit phenolischen Hydroxy- und Carboxylgruppen

vollstindig und allylstindige Hydroxyfunktionen teilweise zu derivatisieren.

5. Trotz Variation der Reaktionsbedingungen lédsst sich THC-OH mit Trialkylsulfonium-

hydroxiden nur teilweise in das vollstindig derivatisierte Produkt {iberfiihren.

6. Trialkylsulfoniumhydroxide sollten generell mit sauren Hydroxyfunktionen reagieren,
sodass nicht nur Cannabinoide, sondern auch weitere Analyten mit Trialkylsulfonium-

hydroxiden (beispielsweise Buprenorphin) derivatisiert werden konnen.

7. Mit Hilfe von Trialkylsulfoniumhydroxiden als Alkylierungsmittel fiir Cannabinoide
kann eine deutliche Reduzierung der Aufarbeitungszeit und ein geringerer Verbrauch
an Chemikalien im Vergleich zur Derivatisierung mit Alkyliodiden erzielt werden. So-
mit kdnnte dieses Verfahren als 6konomische Alternativmethode in der Routineanalytik

etabliert werden.
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8.

10.

Nach Extraktion der Cannabinoide aus dem Serum lassen sich mit mindestens einem
der untersuchten Trialkylsulfoniumhydroxide, sowohl {iber das Signal/Rausch-Verhilt-
nis als auch tiber die Kalibrierfunktion, Nachweis- und Bestimmungsgrenzen im unteren

einstelligen ng/mL-Bereich ermitteln.

Nach Extraktion der Cannabinoide aus dem Haar lassen sich mit mindestens einem der
untersuchten Trialkylsulfoniumhydroxide, sowohl {iber das Signal/Rausch-Verhéltnis
als auch iiber die Kalibrierfunktion, Nachweis- und Bestimmungsgrenzen im unteren

pg/mg-Bereich ermitteln.

Grundsétzlich sind Trialkylsulfoniumhydroxide zur THC-COOH-Bestimmung auch
aus der Matrix Urin geeignet, sodass eine Alternativmethode zu der am hiesigen Institut

durchgefiihrten Silyierung etabliert werden konnte.
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