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1. Einleitung

Cannabis, ein jahrtausendealtes Rausch- und Heilmittel, stellt die forensische Toxikologie
noch immer vor ein bis heute nicht zufriedenstellend geldstes Problem - den sicheren Beweis
eines akuten Rauscheffektes anhand von einzelnen Blutbefunden. In zahlreichen Situationen,
insbesondere bei Stralenverkehrsdelikten, ist eine gerichtsfeste Aussage iiber eine Beeinflus-
sung durch Cannabiskonsum jedoch von groBem Interesse und auch auflerhalb der Forensik
besteht Bedarf an einer eindeutigen Interpretation analytischer Befunde, z. B. bei Urinkontrol-
len im Leistungssport. Der Cannabis-Hauptwirkstoff Tetrahydrocannabinol (THC) und seine
zwei Hauptmetabolite (11-Hydroxy-THC und THC-Carbonséure) sind zwar problemlos nach-
weisbar, jedoch fiihrt die komplexe Pharmakokinetik von THC dazu, dass die gemessenen
Konzentrationen nicht eindeutig mit einem akuten Effekt korreliert werden kénnen [1]. Als
Grund hierfiir wird vor allem die Akkumulation von THC und seinen Metaboliten in tieferen
Kompartimenten angesehen [2]. Einige Modelle, die den Versuch unternehmen, anhand von
Serumkonzentrationen (THC und THC-Carbonsdure) auf den Konsumzeitpunkt und damit auf
den aktuellen Grad der Beeinflussung zu schlieen, wurden bereits entwickelt [3-5]. Doch
war bisher keines dieser Modelle valide genug fiir forensisch sinnvoll verwertbare Aussagen.
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Abb. 1. A9-Tetrahydrocannabinolsdure A
THCA (THCA) und die in Serum bzw. Urin
nachgewiesenen Phase-1-Metaboliten.

Aus den Ergebnissen vorangegangener Forschungsprojekte ergab sich die Vermutung, dass
Tetrahydrocannabinolsdure A (THCA, Abb. 1), die nicht psychoaktive Vorldufersubstanz von
THC in der Cannabispflanze, bei der Losung dieses Problems behilflich sein konnte. Es
wurde die Hypothese aufgestellt, dass THCA eine von THC abweichende Pharmakokinetik
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besitzt, die zu einem schnellen Abbau, einer relativ kurzen Nachweisbarkeit und einem damit
verkleinerten Zeitfenster fiir den zuriickliegenden Cannabiskonsum fithren wiirde [6]. Uber
den Umweg, mit Hilfe von THCA den Zeitpunkt des Cannabiskonsums genauer zu ermitteln,
lieBe sich dann ein akuter Effekt besser abschitzen. Um diese These zu {iberpriifen, sind
umfangreiche Kenntnisse zu Pharmakokinetik und Metabolismus von THCA Voraussetzung.
Diese aufzukldren war das Ziel der Doktorarbeit, ihr Kernstiick eine Humanstudie mit
intravendser und oraler Applikation von THCA.

2. Methoden

Im Vorfeld der Studie waren einige Vorarbeiten erforderlich: Um auf Enzymaktivititen beru-
hende Unterschiede in der Pharmakokinetik zu erkennen, wurde zunéchst eine Phinotypisie-
rungsmethode fiir die fiinf CYP-Isoenzyme 1A2, 2C9, 2C19, 2D6 und 3A4 entwickelt. Neben
der Auswahl der Testsubstanzen, die als Cocktail verabreicht wurden, der Phénotypisierungs-
indices und eines Probennahmeschemas umfasste dieser Schritt auch die Entwicklung und
Validierung einer effektiven Aufbereitungsmethode und einer empfindlichen Analysenmetho-
de fiir die Testsubstanzen bzw. deren Metabolite. Die fiir die Humanstudie bendtigte THCA
wurde mittels Flash-Chromatographie aus Cannabisrohmaterial isoliert. Mit zwei voneinander
unabhingigen Systemen konnte schlielich hochreine THCA (Reinheit > 98,5%) gewonnen
werden, die zur Herstellung der Priifpraparate diente. Als Grundlage fiir die intravendse
Applikation der lipophilen und thermoinstabilen THCA erwies sich eine parenterale Fettemul-
sion als geeignet. Letzter Schritt war die Entwicklung einer ESI-LC-MS/MS-Methode zum
selektiven und empfindlichen Nachweis von THCA und ihren Metaboliten sowie die Validie-
rung der Quantifizierungsmethode fiir THCA. Im Fokus standen die Optimierung der Proben-
aufbereitung mittels Proteinféllung und eine kurze Analysendauer.

Im Rahmen der klinischen Studie erhielten sechzehn Probanden die Testsubstanz THCA zu-
erst oral in Form einer Kapsel (10 mg) und zwei Wochen spéter intravends als Emulsion
(5 mg). Blutproben wurden in festgelegten Intervallen bis zu 96 Stunden und Urinproben ad
libitum abgegeben. Zwischen beiden Studienabschnitten wurden die Probanden phénotypisiert
und in der DNA-Abteilung des Instituts zusétzlich genotypisiert. Um herauszufinden, welche
Isoenzyme in erster Linie fiir den THCA-Metabolismus verantwortlich sind, wurden in
Kooperation mit dem Institut fiir Experimentelle und Klinische Toxikologie in Homburg in
vitro Versuche mit einzelnen Isoenzymen bzw. humanen Lebermikrosomen durchgefiihrt.

Im Anschluss daran erfolgte eine pharmakokinetische Analyse der THCA-Serumbefunde ge-
mal den Prinzipien der Kompartiment- und Nicht-Kompartimentanalyse, mit der erstmals
grundlegende pharmakokinetische Parameter der THCA (AUC, Clearance, Verteilungsvolu-
mina, Halbwertzeiten sowie Makro- und Mikrokonstanten des Kompartimentmodells) be-
stimmt werden konnten. AuBBerdem wurden die am Metabolismus beteiligten Enzyme sowie
Haupt- und Nebenmetabolite in Serum und Urin identifiziert. Zum Schluss wurden die aus der
Phénotypisierungsstudie ermittelten Phinotypisierungsindices mit einigen der berechneten
pharmakokinetischen Parameter korreliert und statistisch untersucht.

3. Resultate

Erwartungsgemill zeigten die Probanden nach intravendser Bolusgabe sehr &hnliche
Konzentrations-Zeit-Kurven von THCA im Serum (Abb. 2). Ausgehend von der
Maximalkonzentration 5 min nach der Applikation (dem Zeitpunkt der ersten Blutabnahme)
fielen die THCA-Konzentrationen kontinuierlich ab, allerdings sanken sie nur bei drei
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Probanden innerhalb des 96-stiindigen Beobachtungszeitraums auf einen Wert unterhalb der
Nachweisgrenze von 0,1 ng/mL. Bei allen anderen Probanden waren bis zur letzten Probe
noch geringe Konzentrationen zwischen Nachweis- und Bestimmungsgrenze (0,1 bis 1,0
ng/mL) festzustellen. Im Urin fanden sich nur minimale THCA-Mengen. Eine Umwandlung
in vivo von THCA zu THC im Korper fand nicht statt. Die THC-Spuren im Serum, die in den
ersten abgenommenen Proben detektiert werden konnten, waren so gering, dass sie
problemlos mit der Verunreinigung in der isolierten THCA erklart werden konnen.
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Wie in Abbildung 3 erkennbar ist, war die Resorption der THCA nach oraler Gabe starken
Schwankungen unterworfen. Drei Probanden zeigten bereits nach 30 bis 45 min Maximal-
konzentrationen, der GroBteil nach ungeféhr 1,5 bis 6 h und drei Probanden erst nach 10 bzw.
24 h. Die zeitlich nach hinten verschobenen Konzentrationsmaxima deuten auf eine stark
verzogerte Freisetzung der THCA aus der Kapsel hin, was an der schlechteren Loslichkeit der
Gelatinekapsel bei hoheren pH-Werten gelegen haben konnte. Es ist allerdings anzunehmen,
dass in der Realitdt die Aufnahme von THCA nach oraler Applikation ebenfalls variabel sein
wird, vermutlich jedoch nicht in diesem Ausmal.

Die Kompartimentanalyse der Konzentrations-Zeit-Daten im Serum nach intravendser
Applikation ergab, dass die Pharmakokinetik von THCA sehr gut durch ein Drei-Komparti-
ment-Modell beschrieben werden kann. Es existiert demzufolge ein drittes, tiefes Komparti-
ment, in dem THCA akkumuliert und schlielich mit einer langen Halbwertzeit eliminiert



Toxichem Krimtech 2013;80(1):63

wird. Die auf Grundlage der semiquantitativen Werte in der terminalen Eliminationsphase
ermittelte Halbwertzeit betrdgt ungefdhr 66 + 24 h und ist damit sehr lang. Die meisten
pharmakokinetischen Parameter — das scheinbare initiale Verteilungsvolumen im zentralen
Kompartiment, die Eliminationshalbwertzeit in der B-Phase, die mittlere Verweilzeit und das
Verteilungsvolumen im Steady State — dhneln prinzipiell denen von THC und widerlegen da-
mit die These, dass sich THCA pharmakokinetisch grundlegend anders als THC verhélt. Der
einzige fundamentale Unterschied zu THC liegt in der Plasmaclearance, die fiir THCA um
Faktor 10 geringer ist. Die niedrigere Plasmaclearance ldsst auf eine niedrigere Metabolisie-
rungsaktivitdt und damit einen geringeren First-Pass-Effekt schlieBen, der als Ursache der
relativ hohen oralen Bioverfiigbarkeit von ~ 40 % angesehen werden kann. Die wichtigsten
pharmakokinetischen Parameter sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tab. 1. Zusammenfassung der wichtigsten pharmakokinetischen Parameter der Nicht-
Kompartimentanalyse und der Kompartimentanalyse (AUC = area under the curve, ¢ = fikti-
ve Konzentration zum Zeitpunkt 0, V, = Verteilungsvolumen im zentralen Kompartiment, CL
= Clearance, ti2, ti/28, ti2y = Halbwertzeiten der a-, B- und y-Phase, V= Verteilungsvolumen
im Steady State, MRT = mean residence time); Angabe der Minimal- und Maximalwerte,
Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD).

Nicht-Kompartimentanalyse Kompartimentanalyse
Einheit Bereich MW SD Bereich MW SD
AUC pg*h/L 698 — 1359 1107 210 673 — 1406 1100 208
o pg/L 715-1336 1024 141 691 - 1094 944 116
V, L 3,7-59 5,0 0,7 4,6-17,2 5,4 0,7
CL ml/min 57-119 75 17 59-124 79 18
tiza h 0,18-0,52 0,31 0,09
ting h 1,2-23 1,7 0,3 1,28-2,45 1,80 0,36
tiny h 24112 66 24
Vs L 9,2-21,0 14,3 3.9 9,5-110 31,6 25,5
MRT h 1,3-4,5 3,1 0,8 1,3-19,8 6,8 5,0

Es bestitigte sich, dass der Metabolismus von THCA analog zum Metabolismus von THC
verlduft, da die Phase-1-Reaktionen an den gleichen Positionen im Molekiil stattfinden (Abb.
1) wie bei THC und auch die Glucuronidierung nach demselben Muster wie bei THC erfolgt
[7, 8]. Der einzige Unterschied besteht darin, dass THCA selbst bereits an der Carboxylfunk-
tion an Position 2 glucuronidiert werden kann. Hauptmetabolite im Serum sind 11-Hydroxy-
THCA, THCA-8-on und THCA-Carbonsédure-Glucuronid (mit einem ausgepriagtem Konzen-
trationsmaximum kurz nach der Applikation), THCA-Carbonséure (mit einem flacheren, nach
hinten verschobenen Maximum) sowie 9,10-Bis-Hydroxy-Hexahydrocannabinolsdure A
(ohne ausgeprigtes Maximum, aber kontinuierlich messbar iiber einen lingeren Zeitraum, z.
T. bis zur letzten Probe nach 96 h). Diese Profile wurden zuerst aus den Daten der
intravendsen Applikation gewonnen und bestétigten sich prinzipiell flir die orale Applikation.
Wie zu erwarten war, liegen die Hauptmetabolite im Urin vor allem als Glucuronide vor. Die
intensivsten Signale lieferten THCA-Carbonsiure-Glucuronid, 11-Hydroxy-THCA-Glucuro-
nid sowie 8- und 4’-Hydroxy-THCA-Carbonsdure-Glucuronid. Interessanterweise findet sich
wie im Serum héufig und oft bis zur letzten abgegebenen Urinprobe unglucuronidierte 9,10-
Bis-Hydroxy-Hexahydrocannabinolsdure A.
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In den in vitro Versuchen stellte sich heraus, dass THCA vor allem von drei CYP 450-
Isoenzymen umgesetzt wird. CYP 2C9 katalysiert die Hydroxylierung zum Hauptmetaboliten
11-Hydroxy-THCA sowie zu 8a-Hydroxy-THCA. Im Inkubat mit CYP 3A4 fanden sich eine
Reihe verschiedener Hydroxymetabolite: Das intensivste Signal zeigte 8p-Hydroxy-THCA,
kleinere Peaks waren fiir 11-Hydroxy-THCA, 9,10-Bis-Hydroxy-Hexahydrocannabinolsidure
A, 8,x-Bis-Hydroxy-THCA (die Lokalisation der zweiten Hydroxylgruppe ist nicht bekannt)
und einen unbekannten, wahrscheinlich monohydroxylierten Metaboliten zu erkennen.
CYP 2C19, das wie CYP 2C9 ebenfalls die Reaktion zu 8a-Hydroxy-THCA katalysiert,
spielte im Vergleich zu den beiden erstgenannten Isoenzymen nur eine untergeordnete Rolle.

Die statistische Analyse von moglichen Korrelationen einzelner Phanotypisierungsindices mit
THCA-Clearances konnte einen Einfluss verschiedener Enzymaktivititen fiir CYP 3A4
bestdtigen (Signifkanzniveau 5 %). Fiir die anderen Phénotypisierungsindices ergaben sich
keine solche Korrelationen. Griinde hierfiir sind entweder in der geringen Probandenanzahl,
die zu klein fiir Aussagen mit statistischer Signifikanz bei nur geringen Effekten war, oder in
der Tatsache, dass die Enzyme ausgleichend ,,einsprangen® und Einzeleffekte sich an dem alle
Abbauprozesse einschlieBenden Parameter Clearance nicht mehr erkennen lieBen, zu sehen.

4. Schlussfolgerungen

Die Akkumulation der THCA in einem tiefen Kompartiment ist der Hauptgrund dafiir, dass
THCA allein wahrscheinlich nicht als Kurzzeitmarker fiir Cannabiskonsum und auch nicht
zur Unterscheidung von gelegentlichem und chronischem Konsum geeignet sein wird. Um
diese Frage allerdings endgiiltig zu kldren, miisste den Probanden mehrfach und in kurzen
Zeitintervallen eine Dosis THCA verabreicht werden. Verlangert sich die Nachweisbarkeits-
dauer und akkumulieren die Konzentrationen (wie nach den vorliegenden Ergebnissen zu er-
warten wére), muss man davon ausgehen, dass die gleichen Phinomene und Probleme wie bei
THC auftreten, namlich eine Anreicherung der lipophilen Substanz in tiefen Kompartimenten
und eine noch tage- bis wochenlang andauernde Riickverteilung nach Abstinenzbeginn.

Wahrscheinlich wird sich die Suche nach einer Substanz, die als alleiniger Marker fiir einen
kurz zuriickliegenden Cannabiskonsum in der Forensischen Toxikologie eingesetzt werden
kann, weiterhin schwierig gestalten. Denn es bleibt fragwiirdig, ob eine einzelne Substanz
jemals diese Markerfunktion zufriedenstellend, prdzise und sicher ausfiillen kann — zu
verschieden sind die individuellen Konstitutionen, das Konsumverhalten und die
Zusammensetzung der Cannabisprodukte.

Neue Chancen konnte eine anders ausgerichtete Strategie bieten: Es gibt mittlerweile mehrere
Ansitze verschiedener Forschergruppen, die Cannabisinhaltsstoffe oder -metabolite auf ihre
Aussagekraft beziiglich dieser Fragestellung untersucht haben und feststellen konnten, dass
einige nur kurz nach dem Konsum nachweisbar sind. Eine hundertprozentige Sicherheit, an-
hand dieser Substanzen einen korrekten Konsumzeitpunkt zu errechnen, gab es bisher nicht.

Es wiirde sich jedoch der Versuch lohnen, das Spektrum der gemessenen Cannabinoide in den
Proben von verdéchtigen StraBenverkehrsteilnehmern, Leistungssportlern oder Straftitern zu
erweitern, nachdem in kontrollierten Studien eine erhohte Aussagesicherheit gezeigt werden
konnte. Dann kdnnte man durch Vergleich mit bekannten Konzentrations-Zeit-Profilen und
gemessenen Konzentrationen nicht nur einer Substanz, sondern moglicherweise von zehn,
fiinfzehn oder zwanzig typischen sekundédren Cannabisinhaltsstoffen und nachrangig
gebildeten Abbauprodukten erheblich préazisere Aussagen iiber den Konsumzeitpunkt treffen.
In dieses Substanzspektrum konnten Metaboliten der THCA wie THCA-Glucuronid, 8a- bzw.
8bB-Hydroxy-THCA, 8,11-Bis-Hydroxy-THCA sowie 8- bzw. 4’-Hydroxy-THCA-Carbon-
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sdure-Glucuronid, die sich bei allen Probanden nur kurz nach der Applikation nachweisen
lieBen, eingeschlossen werden.
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