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Zusammenfassung

Das Glucuronid des 11-Nor-9-carboxy-delta-9-tetrahydrocannabinols (CTHC-Glu) ist
die oft iiber langere Zeit im Urin ausgeschiedene Cannabis-Markersubstanz. THC-Studien kdnnen
bendtigte Informationen iiber kinetischen Kenngréflen der CTHC und deren Glucuronid nicht lie-
fern, denn die CTHC-Dosis im Korper bleibt unbekannt. Ein Ziel dieser Studie war es, bisher un-
bekannte kinetische Parameter des CTHC-Glu zu untersuchen. Dazu wurden 5 mg der Vorldufer-
substanz CTHC {iiber 10 Min. in 10 Cannabinoid-freie Probanden intravends infundiert. Serum
und Urin wurden iiber 96 h entnommen bzw. gesammelt und bei - 20°C bis zur Analyse eingefro-
ren. Die CTHC Konzentration wurde in Serum und Urin vor und nach Hydrolyse mittels GC/MS-
SIM (drei Ionen) bestimmt. Die Bildungshalbwertszeit des Glucuronids betrug ca. 15 min. Die
Elimination des Glucuronids ist an den Abbau der CTHC gekoppelt. In Serum wie im Urin war sie
mit einer Funktion 1. Ordnung zu beschreiben; Halbwertszeit (HWZ) im Serum 15,0 + 6,4 h;
HWZ im Urin: 16 + 5 h. Insgesamt wurden nur 3 — 11 % der CTHC als CTHC-Glu im Urin aus-
geschieden. In 96 h wurden von 5 mg CTHC mehr als 97 % abgebaut [1]. Die relativ geringe
renale Ausscheidung des CTHC-Glu unterlag trotz minimierter Variablen groen Schwankungen.
Zwischen den individuellen Ausscheidungsraten und den Flachen unter der Kurve der Serumkon-
zentration (AUC) des CTHC-Glu (als MaB fiir dessen Bildung) war keine Beziehung festzustellen.
Dies weist auf eine bevorzugte fikale Ausscheidung oder/und weiteren oxidativen Metabolismus
hin. Eine Schitzung des Anteils der injizierten Dosis der CTHC, die in ihr Glucuronid umgewan-
delt worden war, fiihrte im Mittel auf ca. 69 %.

1. Einleitung

Das 11-Nor-9-carboxy-delta-9-terahydrocannabinol (CTHC) und sein
Glucuronid (CTHC-Glu) bilden die Hauptmetabolite des Delta-9-Tetrahydrocan-
nabinol (THC)-Stoffwechsels. THC wird iiber Cytochrom P450 (speziell CYP
2C9 und CYP2C19) zum 11-Hydroxy-THC und weiter zu CTHC umgewandelt
[2-6]. In der zweiten Phase der Metabolisierung wird das CTHC {tiber UGT-
Enzyme, wie das [somer 2B7 [7-9] glucuronidiert. Das CTHC-Glu ist nach THC-
Konsum zudem Hauptausscheidungsprodukt im Urin. Mit Hilfe von immunologi-
schen Schnelltests, die unter anderem auf diesen Metaboliten ansprechen, kann so
nachtriglich ein Cannabiskonsum nachgewiesen werden. Es wurde daher schon in
mehreren Studien versucht einen eindeutigen Zusammenhang zwischen THC-
Konsum bzw. THC — Konzentrationen im Blut und CTHC-Glu Konzentrationen
im Urin darzustellen. Es stellte sich jedoch heraus, dass eine direkte Konzentrati-
onsbeziechung selbst nach vereinheitlichten Konsumbedingungen nicht eindeutig
nachgewiesen werden kann [10-14]. Die Schwankungen in den renalen Ausschei-
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dungsprofilen (Dauer und Menge) des CTHC-Glu wurden zum Teil auf Poly-
morphismen der CYP450 Enzyme oder der UGT Enzyme oder auch auf Unter-
schiede in der Bioverfiigbarkeit des THCs zuriickgefiihrt [10, 12].

Dies sind Annahmen, die in der hier gezeigten Studie auf pharmakokine-
tischer Ebene betrachtet werden sollen. Da das THC als ,,Precursor die Elimina-
tion des CTHC-Glu durch seine lang andauernde Eliminationshalbwertszeit maf3-
geblich beeinflusst, wurde in dieser Studie nur der direkte Vorldaufer (CTHC) des
CTHC-Glu in die Probanden infundiert. So wurden zum einen die Unterschiede in
der Bioverfiigbarkeit des THCs ausgeschlossen und zum anderen die CYP 450
Enzyme, die einem moglichen Polymorphismus unterliegen konnten als mogliche
Variable eliminiert. So konnte der Fokus auf die ,,reine* Kinetik bzw. die Bildung
und Elimination des CTHC-Glu gelegt werden. Die Fragestellung war dabei, ob
trotz Variablen Minimierung Schwankungen in der Dauer der renalen Ausschei-
dung des CTHC-Glu und der ausgeschiedenen Menge des CTHC-Glu sichtbar
wiirden.

2. Material

CTHC, wurde von der Firma Lipomed GmbH (Arlesheim, Schweiz) be-
zogen, zur intravendsen Applikation vorbereitet und von der Apotheke des Uni-
versitdtsklinikums Heidelberg in eine Infusionslosung verbracht. Deuterierte und
nicht-deuterierte CTHC Standardldsungen zur quantitativen Analyse wurden von
Promochem (Wesel, Deutschland) geliefert. Die Standardlosungen wurden bei -
20°C gelagert. CTHC-Glu Standardlésungen und CTHC —Glu — d3 Standardlo-
sungen waren nicht mehr lieferbar, sodass die CTHC-Glu Konzentration indirekt
nach enzymatischer bzw. alkalischer Hydrolyse berechnet wurde. Fiir die enzyma-
tische Hydrolyse des CTHC -Glu im Serum wurde B-Glucuronidase aus E.coli
(Typ IX — A ; Bestellnr.: G 7396, Sigma, Deiflenhofen) verwendet.

Zur Derivatisierung des CTHCs wurde N-O-bis-(Trimethylsilyl)-
trifluoroacetamide (BSTFA) von der Firma Sigma (Steinheim, Deutschland) ver-
wendet. Die Infusionslosung Lipofundin wurde von der Firma Braun (Melsungen,
Deutschland) geliefert. Der pH-Wert in den Proben wurde mit pH-Fix 0-14 (Ma-
cherey und Nagel, Diiren, Deutschland) bestimmt. Die Reagenzien Methanol,
Essigsdure, Essigsdureethylester, n-Hexan, Kaliumhydroxid, Phosphorsdure, Ka-
liumhydrogenphosphat und Ammoniumacetat wurden von der Firma Roth (Karls-
ruhe, Deutschland) bezogen und waren von hochster analytischer Reinheit.
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3. Methoden

Die Durchfithrung der CTHC — Applikationsstudie (Probensammlung: 96
h) erfolgte in der Abteilung fiir klinische Pharmakologie und Pharmaepidemiolo-
gie des Universitéitsklinikums Heidelberg. Die Ethikkommission des Universitits-
klinikums Heidelberg genehmigte das Studienvorhaben ohne Einschrinkungen
oder Anderungen (L-277/2004).

Die 10 drogenfreien Versuchspersonen wurden vor der Studie {iber deren
Ablauf und Inhalt aufgeklart und unterschrieben eine, die Studie betreffende Ein-
verstindniserklirung. Uber einen immunologischen Vortest (Protzek, Lorrach,
Deutschland) wurden die Urine der Probanden vor Studienbeginn nochmals quali-
tativ auf Cannabinoide iiberpriift.

24 h vor Studienbeginn und wéhrend der gesamten Studiendauer von
96 h durften keine Medikamente, alkoholischen Getranke, Kaffee, Schwarzer Tee
oder Pampelmusen-Saft eingenommen werden. Auch durfte wihrend der gesam-
ten Studienlaufzeit von den Probanden kein Sport getrieben werden. Wéhrend der
ersten 12 h standen die Probanden unter stindiger drztlicher Beobachtung. Die
restlichen 84 Stunden mussten die Teilnehmer in Abstinden von 12 bis 24 h zu
den festegelegten Blutabnahme— und Urinabgabe— Zeiten die pharmakologische
Station aufsuchen.

Blutproben wurden von allen 10 Probanden unmittelbar vor der Injektion
(Leerprobe) und 10 min/ 15 min/ 20 min/ 25 min/ 30 min/ 40 min/ 55 min/ 70
min/ 100 min/2h/3h/4h/6h/8h/10h/12h/24h/48h/72h/96 hnach
Injektion aus der Vene des anderen Armes entnommen und nach Gewinnung des
Serums bis zur Analyse bei — 20°C gelagert. .

Die abgegebenen Urine jedes Teilnehmers wurden zu Sammelurinproben
fiir die Zeitrdume: 0 — 6 h/ 6 — 12 h/ 12 —24 h/ 24 —48 h/ 48 — 72 h/ 72 - 96 h
zusammengenommen. Bevor die Sammel-Proben bis zur Analyse bei — 20 °C
eingefroren wurden, wurde fiir jeden Sammelurin das Volumen bestimmt und der
pH-Wert gemessen. Sammlung des Urins wurde von den Teilnehmern in Eigen-
verantwortung durchgefiihrt.

Die Aufarbeitung der Serum und Urinproben sowie die enzymatische
und alkalische Hydrolyse erfolgten nach Methoden von Mauden et al. (2000).

Die gaschromatographische massenspektrometrische (GC/MS) Analyse
wurde mit einem Hewlett Packard 5890 II Gaschromatographen und einem Hew-
lett Packard 5972 Massenspektrometer (Agilent, Waldbronn, Germany) durchge-
fiihrt Fiir die chromatographische Auftrennung wurde eine Silikatsdule (CP Sil 5:
12.5 m x 0.25 mm, Filmdicke: 0.4 um) von Chrompeck (Middleburg, Niederlan-
de) verwendet.
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Um die CTHC-Glu Konzentration indirekt bestimmen zu kénnen wurde
die CTHC Konzentration vor und nach enzymatischer bzw. alkalischer Hydrolyse
in Serum und Urin analysiert.

Alle Analysen wurden mittels validierter (Valistat 1.0, Arvecon, Wall-
dorf) Methoden durchgefiihrt. Die Quantifizierung liber GC/MS erfolgte mittels
einer 6-Punkt-Kalibration. Die Nachweisgrenze fiir CTHC im Serum lag bei 1,0
ug/L. Die Nachweisgrenze fiir CTHC im Urin lag bei 0,8 ng/L. Die Laborprézisi-
on (interday) und die Wiederholbarkeit (intraday) lagen unterhalb der von Valistat
1.0 empfohlenen Grenzwerte von 15 %. Die Pharmakokinetische Auswertung
wurde mit Hilfe von WinNonlin 5.0.1 Software, Modell 19 (Pharsight Corporati-
on, Mountain View, CA , USA) durchgefiihrt.

4. Ergebnisse

Die Bildungshalbwertszeit des CTHC — Glu betrug etwa 15 min. Die
Cmax lag bei 253,0 £ 45,6 pg/L. Im Mittel lag die AUCcrhc.gw im Serum bei
2804,7 £ 915,4 h x pg/L. Der Variationskoeffizient der AUC ergab im Mittel 32
%. Die HWZ lag im Mittel bei 14,9 + 6,4 h (siche Abb. 1). Sie lag damit im sel-
ben Bereich wie die HWZ des freien CTHC (17,6 + 5,2 h) (Glaz-Sandberg et al.,
2007).
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Abb. 1: CTHC - Glu Konzentrationskurven (png/L) im Serum der 10 Probanden
iiber 96 h.

Der prozentuale Anteil an konjugiertem CTHC schwankte im Urin zwi-
schen 3,0 % und 11,2 % (sieche Abb. 2). Fiinf Probanden zeigten einen dhnlichen
Anteil an renal ausgeschiedenem, konjugiertem CTHC (6,6 + 0,5 %). Zwei der
Probanden hatten gegeniiber den iibrigen Versuchspersonen eine deutlich geringe-
re Ausscheidungsrate an konjugiertem CTHC (3,0 = 0,04 % and 3,6 + 0,14 %)
und 3 von 10 Probanden schieden im Verhiltnis dazu einen relative gro3en Anteil
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Abb. 2: Individuelle renale Ausscheidung der initialen CTHC Dosis in konju-
gierter Form (%) nach insgesamt 96 h.
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Abb. 3:  Individuelle renale Ausscheidung der initialen CTHC Dosis
in konjugierter Form (%) nach insgesamt 96 h.

an konjugiertem CTHC iiber den Urin aus (8,6 £ 0,26 %; 9,2 + 0,03 % und 11,2 +
0,17 %) Die renale HWZ des CTHC-Glu betrug im Mittel 16,0 = 5,0 h. Sie lag so
mit den Halbwertszeiten des CTHC-Glu im Serum im selben Bereich.
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Eine Korrelation zwischen den individuellen AUC des CTHC-Glu im Se-
rum und den individuellen, renalen Ausscheidungsraten zeigte sich nicht (siche
Abb. 3).

5. Diskussion

Dies ist die erste Studie, die die Bildung und Elimination des CTHC-Glu
nur nach iv.-Gabe des direkten Vorldufers CTHC und ohne das Vorhandensein
der eigentlichen Muttersubstanz THC untersuchte. So konnte erstmals die Bil-
dungs- und Eliminationseigenschaften des CTHC-Glu fiir sich betrachtet werden.
Die Bildungs-HWZ lag bei etwa 15 min. Es ergaben sich keine signifikant verzo-
gerten Bildungsraten (sieche Abb. 1). Die Flache unter der Kurve (AUC) repréisen-
tiert die tliber die Zeit im Serum auftauchende Menge an CTHC-Glu. Die AUC des
CTHC-Glu hatte eine sehr geringe Variabilitdt, sodass auch von einer geringen
Variabilitit fiir die insgesamt aus CTHC gebildete Menge an CTHC-Glu ausge-
gangen werden konnte. Es konnten so auf pharmakokinetischer Ebene keine Hin-
weise fiir einen ausgeprigten Polymorphismus der beteiligten UGT-Enzyme ge-
funden werden.
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Abb. 4: Serum-Elimination (Offene Kreise) des CTHCs in ,,frequent users” nach Kelly und Jones
[15]. Nach Abschilung der terminalen Komponente (A) verbleibt die erste Phase (schwarze Quad-
rate) der CTHC Elimination mit einer Eliminationshalbwertszeit von HWZ 21 Stunden).

Nach THC-Gabe (iv, einmaliger Konsum) wurde von Kelly und Jones im
Serum eine Halbwertzeit fiir die THC-Metabolite von 5,2 Tagen beschrieben [15].
Die HWZen des CTHC-Glu im Serum und im Urin waren in unserer Studie bis zu
7-mal kiirzer als diese. Bei Anwesenheit von THC wird das CTHC als auch das
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Glucuronid demnach wesentlich ldnger eliminiert. Dieses Ergebnis unterstiitzt
frithere Annahmen [16], dass die Kinetik der THC-Metabolite durch Riickdiffusi-
onsprozesse des THCs aus tieferen Kompartimenten mafgebend ist. THC wird in
tiefere Kompartimente wie das Fettgewebe verteilt und diffundiert daraus nur sehr
verzogert in den Blutstrom zuriick. Die Untersuchungsergebnisse sprechen dafiir,
dass fiir die Elimination des CTHCs zwei kinetische Ursachen und Phasen in Be-
tracht kommen. Einerseits raschere metabolische Eliminationsfunktionen in Leber
und Niere und andererseits die Elimination des THCs aus den tiefen Komparti-
menten mit relativ rascher Biotransformation zu CTHC und seinem Glucuronid.
Die langen HWZen der Literatur sind auf dieser biphasischen Grundlage zu disku-
tieren. Die terminale HWZ des CTHC und seines Glucuronids kann deshalb nur
auf relativ geringem Konznetrationsniveau stattfinden. Ein Beleg fiir diese An-
nahme ergibt die Analyse der Serumdaten von Kelly und Jones [15] (siche
Abb. 4).

Zudem kann es trotz gleicher Konsumbedingungen (THC-Dosis, Kon-
sumtyp) zu erheblichen Schwankungen in der renalen Eliminationsdauer des
CTHC-Glu kommen [10, 11]. In dieser Studie ergaben sich aufgrund der mini-
mierten Variablen keine grofleren Schwankungen in der renalen HWZ. Es wire
denkbar, dass in THC-Studien die Schwankungen in der Eliminationsdauer der
THC-Metabolite mit der individuellen Verteilungs- bzw. Eliminationsdauer des
THCs oder mit Polymorphismen bei den beteiligten CYP Enzymen zusammen-
hingen.

Zudem kam es in THC-Studien auch zu individuellen Unterschieden in
der -als CTHC-Glu- renal ausgeschiedenen Menge [12, 17]. Es war iiberlegt wor-
den, dass die im Korper gebildete Menge an CTHC-Glu mit der ausgeschiedenen
Menge in Beziehung steht. Individuelle Unterschiede in der Bildungsrate des
CTHC-Glu konnten damit Schwankungen in den Urindaten ausldsen.

In der hier gezeigten Studie kam es ebenfalls zu individuellen Schwan-
kungen in der renalen Ausscheidungsmenge des CTHC-Glu. Jedoch zeigte die
AUCctHc-gw Im Serum keine signifikanten individuellen Schwankungen. Auch
konnte keine Korrelation zwischen der renalen CTHC-Glu Ausscheidung und der
AUCcthC g Im Serum festgestellt werden. Demnach scheint die CTHC-Glu -
Bildungsrate nicht mit der renalen Ausscheidung des CTHC-Glu in Verbindung
zustehen. Es scheinen fiir das CTHC-Glu andere Eliminationswege als die renale
Ausscheidung zu dominieren. Ein enterohepatischer Kreislauf fiir das CTHC-Glu
oder grundsitzlich eine vermehrte fakale Elimination wéren denkbar.
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