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Zusammenfassung

In Analogie zum bereits intensiv untersuchten Cocaethylen, als Marker fiir gleichzeitigen
Missbrauch von Cocain und Alkohol, wurde untersucht, ob sich nach gleichzeitigem Konsum von
Cannabis und Alkohol ein gemischter Drogenmarker, der THC-Carbonsdureethylester THC-
COOEt, in Blut- und Haarproben nachweisen lasst. Nach der Synthese von THC-COOEt und
seinem deuterierten Analogon aus den jeweiligen freien THC-Carbonsduren, wurden zwei analyti-
sche Verfahren unter Anwendung von Festphasenextraktion SPE bzw. Festphasenmikroextraktion
SPME und Gaschromatographie-Massenspektrometriec GC-MS entwickelt, um den kombinierten
Drogenmarker in Blut- bzw. Haarproben mit empfindlichen Nachweisgrenzen bestimmen zu koén-
nen. Des Weiteren wurden Inkubationsversuche mit humanem Vollblut durchgefiihrt, um zu iiber-
priifen, ob sich der THC-COOEt in-vitro aus freiem Ethanol und der THC-Carbonséure bildet
bzw. ob ein enzymatischer Abbau des THC-COOEt stattfindet. Die Untersuchung zahlreicher
Blut- bzw. Haarproben von Probanden, welchen im Rahmen einer Strassenverkehrskontrolle durch
den Nachweis von THC und Alkohol im Blut ein aktueller Alkohol- und Cannabismissbrauch
bereits nachgewiesen wurde bzw. von Probanden, bei denen durch den Nachweis von Fettsdure-
ethylestern FSEE und THC im Haar ein chronischer Alkohol- und Cannabisabusus belegt wurde,
ergab keinen Hinweis auf die Bildung oder die Existenz des gemischten Markers fiir Alkohol- und
Cannabismissbrauch THC-COOE? innerhalb der erzielten Nachweisgrenzen.

1. Einleitung

Von zahlreichen Carbonsduren, z.B. Fettsduren, ist bekannt, dass sie als
Nebenstoffwechselweg des Ethanolabbaus Ethylester bilden kdnnen. Diese Ne-
benmetabolite, z.B. Fettsdureethylester FSEE [1-4] oder Ethylglucuronid EtG [5-
8], werden bereits als Marker fiir chronisch exzessiven Alkoholabusus in Blut-,
Urin- und Haarproben nachgewiesen. Als Besonderheit ist das Cocaethylen [9-12]
anzusehen, welches aus Cocain bei zeitgleichem Genuss von Alkohol durch Um-
esterung gebildet wird und einen kombinierten Drogenmarker fiir Cocain und Al-
kohol darstellt.

THC wird metabolisch iiber das 11-OH-THC zu THC-COOH abgebaut
[13-15], eine Carbonsidure, die ebenfalls fiir eine Veresterung in Frage kommt. In
Analogie zum Cocaethylen bzw. den FSEE sollte daher untersucht werden, ob
nach gleichzeitigem Konsum von Cannabis und Alkohol ein Ethylester der THC-
COOH, der THC-Carbonséureethylester THC-COOEt, im menschlichen Orga-
nismus gebildet wird und ob dieser in Blut- oder Haarproben nachweisbar ist.
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Da THCCOOH nach Cannabiskonsum hohe Plasmakonzentrationen er-
reicht (~200ng/mL) und dieser Metabolit eine lange Halbwertszeit (~48h) im
menschlichen Organismus besitzt, ist bei gleichzeitigem Alkoholkonsum eine
Bildung des Ethylesters durch Carboxylasen oder Esterasen nicht unwahrschein-
lich. Da dieser gemischte Drogenmarker im Gegensatz zur THC-COOH eine ho-
here Lipophilie besitzt und unter physiologischen Bedingungen als neutrales Mo-
lekiil vorliegt, sollte eine Einlagerung in die Haarmatrix dhnlich gut erfolgen wie
bei THC, sodass dieser THC-COOEt in hoheren Konzentrationen im Haar nach-
weisbar wire, als die THC-Carbonséure selbst.

Da THC-COOEt bislang nicht untersucht wurde und auch nicht kommer-
ziell verfiigbar war, musste zundchst eine Synthese dieser Substanz erfolgen. Da-
nach wurden Nachweismethoden fiir THC-COOEt in Blut- und Haarproben ent-
wickelt und die Nachweisgrenzen ermittelt. Nach in-vitro Inkubationsversuchen
wurden vitale Blut- und Haarproben von Probanden untersucht.

2. Material und Methoden
2.1 Synthese von THC-COOEt und D3-THC-COOLt

Um Methoden zum empfindlichen Nachweis des THC-COOEt in Blut-
und Haarproben entwickeln zu kdnnen, bedurfte es zundchst der Synthese der
Zielverbindung und eines deuterierten Analogons als internen Standard. Durch die
Umsetzung von THC-Carbonsdure bzw. D3-THC-Carbonsdure mit Diazoethan in
etherischer Losung konnten die beiden Verbindungen nahezu quantitativ und ohne
storende Verunreinigungen erhalten werden. Das Diazoethan wurde in situ durch
Umsetzung von N-Ethyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin mit Kaliumhydroxid gebildet
[16-18].
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Abb.1. Struktur von THC-COOEt und D3-THC-COOEt
Die Analyse der beiden Substanzen mittels EI-GC-MS zeigte zum einen

die Reinheit der Produkte und lieferte zum anderen typische EI-Massenspektren
der bislang unbekannten Verbindungen (Abb. 2).
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Abb. 2. EI-Massenspektren des THC-Carbonséureethylesters THC-COOEt
und des deuterierten THC-Carbonsdureethylesters D;-THC-COOEH.

2.2 Inkubationsversuche/in-vitro-Experimente

Mittels in vitro Versuchen sollte anschlieSend untersucht werden, ob sich
der Carbonsdureethylester THC-COOEt aus THC-COOH und Ethanol bildet und
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wie stabil dieser Ester in Vollblutproben ist, da eine enzymatische Esterspaltung
nach Blutentnahme, wie sie von Cocain bekannt ist, nicht auszuschlieen war.

Fiir die in vitro Versuche zur Bildung von THC-COOEt aus THC-COOH und
Ethanol wurde frisch entnommenes Vollblut mit Ethanol und einer Losung von
THC-COOH versetzt, sodass die Konzentration 160ng/mL THC-COOH und
3mg/mL Ethanol betrug. Diese Blutprobe wurde fest verschlossen bei 38°C im
Trockenschrank inkubiert. Nach 2.5, 5 und 10 Stunden wurde je ein Aliquot ent-
nommen und es wurden die Konzentrationen an THC-COOH, EtOH und THC-
COOEt ermittelt. In allen untersuchten Blutproben wurden Blutalkoholkonzentra-
tionen von 3.1-3.3mg/mL und THC-COOH-Konzentrationen zwischen 160-
174ng/mL nachgewiesen. Die leicht gegeniiber den Sollwerten erhohten Konzent-
rationen sind mit der Viskositétserhohung des Vollblutes wahrend der Inkubati-
onsphase zu erkliren. THC-COOEt wurde innerhalb der unter 2.3 ermittelten
Nachweisgrenze nicht detektiert.

Fiir Cocaethylen ist bekannt, dass es sich unter den genannten Versuchs-
bedingungen aus Ethanol und Cocain in frisch entnommenem Vollblut bildet
[9-12]. In einem weiteren Experiment wurde untersucht, wie stabil der
THC-COOQEt in einer Blutprobe ist. Dazu wurde frisch entnommenes Vollblut mit
einer Losung von THC-COOEt versetzt, sodass die Konzentration 20ng/mL be-
trug. Diese Vollblutprobe wurde dann bei 38°C im Trockenschrank inkubiert.
Nach 0, 2.5, 5, 24 und 48 Stunden wurden Aliquote entnommen und mittels GC-
MS auf THC-COOH und THC-COOEt untersucht. In allen untersuchten Blutpro-
ben wurden Konzentrationen an THC-COOEt zwischen 18.5-19.2ng/mL gemes-
sen. Ein Ansteigen oder Abfallen der THC-COOEt Konzentration wurde nicht
festgestellt. THCCOOH konnte auch nach 48h in keiner der untersuchten Blut-
proben nachgewiesen werden. Der THC-COOEt wurde in Vollblutproben nicht zu
nachweisbaren Mengen an THC-COOH umgewandelt. Im Falle seiner Bildung
sollte er daher in entnommenen Blutproben ldngere Zeit stabil sein.

2.3 Nachweis von THC-COOEt in Blutproben

Bei der Detektion von THC-COOEt in Blutplasmaproben sollten gleich-
zeitig auch THC, CBD, CBN sowie die THC-Metabolite 11-OH-THC und THC-
COOH detektiert und quantifiziert werden. Als Ausgangspunkt wurde daher die
bereits fiir pharmakokinetischen Untersuchungen entwickelte Methode zum
Nachweis von THC, 11-OH-THC, THC-COOH, CBD und CBN in Blutplasma
[19] unter Anwendung von SPE als Extraktionsverfahren und anschlieBender
Messung mittels GC-MS nach Derivatisierung mit BSTFA verwendet. Nach der
Gewinnung der Blutplasmaproben erfolgte die Vorbereitung des Vollblutes fiir
die Festphasenextraktion SPE. Die Derivatisierung wurde mit BSTFA durchge-
filhrt. Bei der Detektion der Trimethylsilylderivate mittels GC-MS zeigte sich
jedoch eine schlechte chromatographische Trennung der Derivate von THC-
COOEt und THC-COOH. Deshalb wurden die Derivatisierungsreagenzien TMSH
(Methylierung) und MBDSTFA (TBDMS-Derivate) getestet. Die beste chroma-
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tographische Auftrennung der sechs Analyte erfolgte unter Verwendung von
MBDSTFA.

Da die Messungen der ersten Blutproben von Probanden nach kombiniertem Al-
kohol- und Cannabiskonsum kein positives Ergebnis fiir THC-COOQOEt ergab, soll-
te die schon sehr empfindliche Methode nur fiir THC-COOE:t allein noch weiter
sensitiviert werden. Dazu wurde nach der SPE an C;g-Phasen eine Derivatisierung
mit PFPA durchgefiihrt und das Pentafluorpropionylderivat mittels GC/NCI-MS
detektiert. Das Massenspuren-Chromatogramm nach negativ-chemischer lonisie-
rung ist in Abb. 3 dargestellt
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Abb. 3: Massenspuren-Chromatogramm von
D;-THC-COOEt und THC-COOEt nach NCL

Fiir die entwickelten Methoden zur Analyse der Blutprobenextrakte auf
THC-COOEt wurden fiir den Messbereich von 1-10ng/mL Nachweisgrenzen von
0.75ng/mL (EI) bzw. 0.30ng/mL (NCI) errechnet.

Mit der so entwickelten Nachweismethode fiir THC-COOEt in Blutpro-
ben wurden anschlieflend Proben von Probanden untersucht, bei denen bereits ein
akuter Mischkonsum von Cannabis und Alkohol nachgewiesen wurde. Fiir die
Untersuchung wurden einerseits vom Landeskriminalamt (LKA Berlin) Vollblut-
proben zur Verfiigung gestellt, die Autofahrern im Rahmen einer Straenver-
kehrskontrolle entnommen wurden und positiv auf Ethanol und Cannabinoide
getestet wurden. Zum anderen wurden vier freiwilligen Probanden, welche regel-
méBig Cannabis und Alkohol gleichzeitig konsumieren, Blutproben entnommen,
nachdem diese innerhalb von vier Stunden Cannabis geraucht und alkoholische
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Getrinke zu sich genommen hatten. Alle Blutproben wurden wie oben beschrie-
ben auf Cannabinoide, Alkohol und THC-COOEt untersucht. Die ermittelten
Konzentrationen sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Auf THC-COOEt untersuchte Blutproben.

Probe Nr. Alkohol [mg/g] THC 11-OH-THC THC-COOH
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
1 2.07 8.8 32 57.7
2 2.12 5.5 3.4 29.1
3 1.05 4.7 3.0 102.1
4 1.57 5.7 4.0 73.9
5 1.80 8.3 6.8 101.3
6 1.14 4.6 2.7 78.6
7 1.05 15.6 83 90.9
8 1.08 13.00 8.60 94.4
9 2.16 6.20 6.40 97.6
10 1.15 10.60 5.60 112.3

In keiner der mittels GC/NCI-MS untersuchten Blutproben konnte inner-
halb der Nachweisgrenze von 0,30ng/mL der THC-COOETt nachgewiesen werden.
Sollte diese Verbindung tatsdchlich im menschlichen Kdorper gebildet werden, so
liegt die Konzentration von THC-COOEt unterhalb der mit der entwickelten Me-
thode erzielten Nachweisgrenze.

2.4 Nachweis von THC-COOE't in Haarproben

In Anlehnung an die bereits zum Nachweis von THC, CBD und CBN in
Haarproben entwickelte HS-SPME Methode [20] wurde diese Methode weiter-
entwickelt bzw. abgewandelt, um auch THC-COOEt in Haarproben nachweisen
zu konnen. Statt des alkalischen Aufschlusses der Haarmatrix mit NaOH wurde
eine Ultraschall-Extraktion mit Puffer pH 7.6 und iso-Octan fiir 15 Stunden
durchgefiihrt, um eine Esterspaltung unter alkalischen Bedingungen zu verhin-
dern. Versuche der Ultraschallextraktion mit organischen Losungsmitteln allein
(n-Heptan, iso-Octan) oder kombinierte Losungsmittelextraktion mit Dimethylsul-
foxid als Quellmittel brachten schlechtere Ergebnisse der Extraktionsausbeute.

Auch die Verwendung von schwach saurem (pH 4.0) oder schwach alka-
lischem (pH 9.0) Puffer brachte schlechtere Extraktionsausbeuten. Das beste Er-
gebnis erhielt man mit Puffer pH 7.6 als Quellmittel und iso-Octan als Extrakti-
onslosungsmittel.

408



Die Derivatisierung des so gewonnenen Haarextraktes erfolgte in Analo-
gie zu den Blutproben mittels MBDSTFA. Fiir die SPME wurde dazu der Extrakt
im Headspace-Gefdl3 eingedampft und das Derivatisierungsreagenz zugesetzt. Es
wurden verschiedene SPME-Fasern getestet, um hohe Signalintensititen und da-
mit eine hohe Empfindlichkeit zu erreichen. Die besten SPME-Ergebnisse erhielt
man bei Verwendung der 100um PDMS-Faser (rot) bei einer Extraktion von
15Min. bei 95°C.

Da in den ersten mit dieser Methode untersuchten Haarproben kein THC-
COOEt nachweisbar war, wurde in einer abgewandelten Methode der THC-
COOEt allein mit PFPA derivatisiert und dieses Pentafluorpropionylderivat mit
HS-SPME und GC/NCI-MS analysiert. Das NCI-Massenspektrum des THC-
COOEt-PFP-Derivates ist in Abb. 4 dargestellt. Die {iiberlagerten MS-MS-
Ubergiinge von vier mit jeweils 10, 25, 50 und 100pg THC-COOEt dotierten
Haarproben nach Extraktion, SPME und GC/NCI-MS-MS zeigt Abb. 5.

Die Nachweisgrenze, welche mit Hilfe der Valistat-Software im Kon-
zentrationsbereich von 0.1-4pg/mg ermittelt wurde, betrug und 0.01pg/mg. Fiir
die Untersuchung von Haarproben auf THC-COOEt wurden zum einen den vier
freiwilligen Probanden, welche regelmédfig Cannabis und Alkohol zusammen
konsumierten, Haarproben entnommen, zum anderen wurden asservierte Sekti-
onshaarproben von
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Abb. 4: NCI-Massenspektrum des THC-COOEt PFP-Derivates.
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Abb. 5. NCI-MS-MS-Massenspuren von vier mit THC-COOE? dotierten Haarproben.

Todesfillen verwendet, welche bereits im Rahmen der forensischen Un-
tersuchungen der Abteilung positiv auf THC und FSEE getestet wurden. Alle so
gewonnenen Haarproben wurden wie oben beschriebenen auf die Cannabinoide
THC, CBD und CBN und auf Fettsdureethylester als Marker fiir chronisch exzes-
siven Alkoholabusus untersucht. Haarproben mit hohen Befunden an Cannabinoi-
den und FSEE wurden anschlieBend zusétzlich mittels HS-SPME und GC/NCI-
MS auf THC-COOEt untersucht. Die Ergebnisse der durchgefiihrten Haaranaly-
sen sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 2: Auf THC-COOEt untersuchte Haarproben.

Probe Nr. CBD [ng/mg] THC [ng/mg] CBN [ng/mg] Crsee
[ng/mg]
1 1.92 0.48 0.38 0.80
2 5.19 0.51 0.80 6.30
3 2.02 1.52 0.36 0.90
4 0.04 0.18 0.09 0.49
5 3.62 1.63 0.46 0.34
6 1.92 0.73 0.37 0.80
7 0.09 0.24 0.28 6.30
8 0.19 0.32 0.80 0.90
9 2.01 1.04 0.36 0.31
10 0.09 0.24 0.09 0.49
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Fiir die Untersuchung von Haarproben auf THC-COOEt wurden zum ei-
nen den vier freiwilligen Probanden, welche regelméfig Cannabis und Alkohol
zusammen konsumierten, Haarproben entnommen, zum anderen wurden asser-
vierte Sektionshaarproben von Todesfillen verwendet, welche bereits im Rahmen
der forensischen Untersuchungen der Abteilung positiv auf THC und FSEE getes-
tet wurden. Alle so gewonnenen Haarproben wurden wie oben beschriebenen auf
die Cannabinoide THC, CBD und CBN und auf Fettsdureethylester als Marker fiir
chronisch exzessiven Alkoholabusus untersucht. Haarproben mit hohen Befunden
an Cannabinoiden und FSEE wurden anschlieend zusitzlich mittels HS-SPME
und GC/NCI-MS auf THC-COOEt untersucht. Die Ergebnisse der durchgefiihrten
Haaranalysen sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

In keiner der untersuchten THC- und FSEE positiven Haarproben konnte
der THC-COOEt innerhalb der ermittelten Nachweisgrenze von 0.01pg/mg nach-
gewiesen werden. Ein Beweis fiir die Existenz dieses gemischten Cannabis- und
Alkoholmarkers konnte somit nicht erbracht werden.

3. Diskussion der Ergebnisse

Insgesamt konnte somit weder fiir die untersuchten Blutproben noch fiir
die Haarproben der Beweis erbracht werden, dass der THC-COOELt nach kombi-
niertem Konsum von Alkohol und Cannabis im menschlichen Organismus meta-
bolisch gebildet wird. Dieser Unterschied zum Cocaethylen lédsst sich vor allem
damit erkldren, dass es sich bei der Bildung von Cocaethylen aus Cocain um eine
Umesterungsreaktion handelt, wéhrend sich der THCCOOE?t aus der unter physio-
logischen Bedingungen deprotonierten THC-Carbonsdure mit bedeutend geringe-
rer Carbonyl-Aktivitit bilden miisste. Schritte der metabolischen Aktivierung der
THC-Carbonsdure, wie dies z.B. bei der Bildung von FSEE aus den Fettsduren
iiber Acyl-Coenzym A stattfindet, laufen offensichtlich nicht ab.
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