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Abstract

Aim: In order to control the stability of A>-THC and its metabolites (11-OH-THC, THC-
COOH) 126 forensic serum samples containing fluoride and oxalate were analysed a second
time after storage at a temperature of app. -20°C for 15-32 months (average 19 months) by
GC/MS. The concentrations of THC and THC-COOH were above the LOD in all samples in
the first analysis.

Material and Methods: As internal standard, D;-THC, D3-11-OH-THC and Dy-THC-COOH
were added to the serum samples. After precipitation with acetonitrile, they were extracted via
SPE (Cys), silylated and analysed a second time by GC/MS using a fully validated method.
For THC, the measurement inaccuracy was + 25 %, for 11-OH-THC and THC-COOH + 20
%. LOD/LOQ: THC: 0.3/0.8 ng/ml; 11-OH-THC: 0.3/0.9 ng/ml; THC-COOH: 0.5/1.9 ng/ml.

Results and Discussion: THC was considered to be stable in 85 % (107/126 samples), 11-OH-
THC in 70 % (88/126) THC-COOH in 90 % (113/126). The samples showed a decrease of
15.2 % concerning THC, of 6.4 % concerning 11-OH-THC, and an average increase of 5.2 %
concerning THC-COOQOH. The observed increase of the THC-COOH concentration is probably
due to the cleavage of the THC-COOH glucuronide to THC-COOH.

Conclusion: Our results show that storing serum samples at app. minus 20°C is a suitable
method to determine THC and its metabolites even after a longer period of time.

1. Einleitung

In der rechtsmedizinischen Praxis kann ein Auftrag zur Bestimmung von Cannabinoiden im
Blut erst nach langerer Lagerungszeit erfolgen. Bei der Herausgabe von Analysenergebnissen
in der forensischen Toxikologie ist die Stabilitdt der Zielanalyte in biologischer Matrix von
grofler Relevanz. Da nur wenige Daten zur Langzeitstabilitit von Cannabinoiden im Blut
existieren [1-8], wurden zur Uberpriifung der Analytstabilitit von Cannabinoiden THC, 11-
OH-THC und THC-COOH in bereits gemessenen, gelagerten Serumproben erneut untersucht.

2. Material und Methoden
2.1. Serumproben

Forensische, mit Fluorid und Oxalat stabilisierte Blutproben werden im hiesigen Institut nach
dem Eintreffen zentrifugiert und das erhaltene Serum in Glasrohrchen tiefgefroren. 126 der
wie beschrieben gelagerten Serumproben wurden nach der Erstanalyse von THC, 11-OH-
THC und THC-COOH bei ca. -20 °C 15-32 Monate (durchschnittlich 19 Monate) gelagert
und mittels GC/MS erneut analysiert. Alle fiir diesen Versuch reanalysierten Proben wiesen in
der Erstbestimmung eine THC-Konzentration von >1 ng/ml und eine THC-COOH-
Konzentration von >2 ng/ml auf.
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2.2. Gerite

Rapid Trace™ SPE: Workstation Fa. Caliper; Fa. Agilent Technologies: Gaschromatograph:
6890N, MSD 5975, Autosampler 7683/7683B; Kapillarsdule HP-5 MS (30 m x 0,25 mm x
0,25 um); Tragergas: Helium (5.0), Flussrate 1 ml/min, Injektor 270 °C; Ofen: 180 °C fiir 0,5
min, Rate 60 °C/min bis 240 °C fiir 5 min, Rate 60 °C/min bis 280 °C fiir 3,5 min, Laufzeit
10,7 min; splittless purgetime 2 min; EI Mode 70 eV.

2.3. Durchfiihrung

20 ul interner Standard (£ 3 ng Ds;-THC, 3 ng Ds-11-OH-THC, 12 ng Do-THC-COOH)
werden in einem Eppendorfgefdll vorgelegt. Anschlieend werden 100 pl Isopropanol, 1 ml
Acetonitril, 600 pl Probe und 100 ul HPLC-Wasser zugegeben. Nach dem Zentrifugieren
erfolgt nun eine automatische SPE von 1,5 ml Uberstand iiber eine C5-Sdule (Fa. Varian).
AnschlieBend wird fiir 30 min bei 90 °C mit Isooctan/ MSTFA (200/10) derivatisiert. Es
erfolgt eine Injektion von 1 pl Extrakt und Analyse per GC/MS-SIM. Es wurde ein
vollstindig validiertes Analysenverfahren verwendet.

Tab. 1. Verwendete lonen fiir Target und Qualifier, Kalibrationsbereich, Nachweis- und
Bestimmungsgrenze der Methode.

Tgt. el Q2 LoQ LOD
(m/z) (m/z) (m/z) |Kalibrationsbereich| (ng/ml) (ng/ml)
D3-THC 389 306 374
THC 386 303 37 bis 48 ng/ml 0,8 0,3
D3-11-OH-THC| 374 375 477
11-OH-THC 371 372 474 bis 48 ng/mi 0,9 0,3
D9-THC-COOH| 380 479 497
THC-COOH 37 473 488 bis 192 ng/mi 1,9 0,5

2.4. Erweiterte Messunsicherheit:

Die Berechnung der erweiterten Messunsicherheit der Analyte basiert auf einem Excel-Tool
[9], fiir das die Ringversuchsergebnisse (BTMF) in dem Zeitraum zwischen der Erst- und
Zweitanalyse der Serumproben (2007-2010) herangezogen wurden, unter Beriicksichtigung
der Laborprézision, des Bias und der Gesamtstandardabweichung des jeweiligen
Ringversuchs: THC: + 25 %, 11-OH-THC: £ 20 %, THC-COOH: £ 20 %.

3. Ergebnisse und Diskussion

Von den 126 reanalysierten Proben lagen bei der Zweitmessung 107 Proben bzgl. THC, 88
Proben bzgl. 11-OH-THC wund 113 Proben bzgl. THC-COOH innerhalb des
Kalibrationsbereichs. Bei diesen Proben trat ein durchschnittlicher THC-Verlust von 15,2 %,
bei 11-OH-THC ein Verlust von 6,4 % und bei THC-COOH ein durchschnittlichen Anstieg
von 5,2 % auf (s. Abb. 1-3, Tab. 2).
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Tab. 2. Anzahl der Proben mit Konzentrationen innerhalb des Kalibrationsbereiches und
prozentuale Anderung der Analytkonzentration von der Erstanalyse zur Zweitanalyse.

THC 11-OH-THC |THC-COOH
Innerhalb des
Kalibrationsbereiches (s.Tab.1) 1071126 88/126 113126
Durchschn. prozentuale Anderung -15,2 -6,4 5,2
THC
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Abb. 1. Prozentuale Abweichungen von THC zu den Konzentrationen der Erstmessung.
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Abb. 2. Prozentuale Abweichungen von 11-OH-THC zu den Konzentrationen der

Erstmessung.



Toxichem Krimtech 2011;78(Special Issue):376

THC-COOH

100,0
80,0 -
60,0 - @

40,0 s * .

20,0 4‘1.—."& %
+*
0.0 [ & s -
] " .1 v . * T T
oo *a200 ** 208° 60 80,0+ 1000 120,0"
-20,0 . o
-40,0 ks %

-60,0

® <

r3 T

*
140,0 16p,0

Prozentuale Abweichung

Erstanalysenkonzentration (ng/mil)

+ Messungen in Erst- und Zweitanalyse > LOD
= Erweitere Messungenauigkeit

Abb. 3. Prozentuale Abweichungen von THC-COOH zu den Konzentrationen der
Erstmessung.

Bei 120 Proben lag die Erstkonzentration von THC bei > 1 ng/ml. Von diesen wiesen immer
noch 88 % nach Lagerung ein Ergebnis von > 1 ng/ml auf. Alle Proben, deren 11-OH-THC-
Konzentration in der Erstanalyse >LOD waren, konnten auch weiterhin qualitativ ausgewertet
werden. Auch in der Zweitbestimmung der untersuchten Proben lag keine THC-COOH-
Konzentration unterhalb von 2 ng/ml. Die tatsdchliche Ursache der Konzentrationsverluste
von THC und 11-OH-THC ist unbekannt. Der festgestellte Anstieg der THC-COOH-
Konzentration kann mit der Instabilitdt des THC-COOH-Glucuronids begriindet werden.

Tab. 3. Vergleich der Erst— und Zweitanalyse.

1. Analyse n=126|2.Analyse n=126
THC | 11-OH-THC | THC-COOH THC 11-OH-THC | THC-COOH
1
<LOD 0 2 0 6 2 0
< 1 ng/ml bzw.
2 ng/ml (THC-COOH) 6 24 0 20 38 0
2 1 ng/ml bzw.
2 ng/ml (THC-COOH) 120 92 126 106 88 126

x1 Bereits ir der Erstbestimmung negativ

Vergleichbare Daten zur Langzeitlagerung von Cannabinoiden sind bisher nur von Roth et al.
[4] publiziert worden. Diese Untersuchung ergab in 37, erst bei der Serumgewinnung mit NaF
stabilisierten Serumproben aus Polizeikontrollen nach zweijéhriger Lagerung einen statistisch
signifikanten Konzentrationsverlust fiir THC von durchschnittlich 19 % und fiir 11-OH-THC
und THC-COOH einen Konzentrationsanstieg von durchschnittlich 9 bzw. 21 %. Diese
Ergebnisse stehen in Bezug auf THC in Ubereinstimmung mit dem hier festgestellten
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Konzentrationsverlust von im Schnitt 15,2 %. Demgegeniiber wurde beim 11-OH-THC kein
Anstieg, sondern ein Abfall der Konzentration von im Schnitt 6,4 % und bei der THC-COOH
nur ein leichter Anstieg von im Schnitt 5,2 % festgestellt. Auch konnte kein Anstieg der 11-
OH-THC-Konzentration bei einem gleichzeitigen THC-Konzentrationsabfall beobachtet
werden.

4. Schlussfolgerung

Die unterschiedlichen Ergebnisse der beiden Studien sind u.U. durch das unterschiedliche
Studiendesign (fiir die hier verwendeten Blutproben wurde ein Blutentnahmesystem, das
Stabilisatoren enthielt, verwendet) und durch die deutlich geringere Probenanzahl bedingt.
Bei dem Grofiteil der Proben konnte eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse im Bereich der
erweiterten Messunsicherheit erreicht werden, so dass eine zweijdhrige Lagerung bei ca.
minus 20 °C grundsitzlich empfohlen werden kann. Bei den meisten Proben wurden beim
THC und 11-OH-THC in der Tendenz eine niedrigere, bei THC-COOH eine hohere
Konzentration gegeniiber der Erstanalyse erhalten. Dies ist bei der Interpretation von
Analysenbefunden zu bertiicksichtigen.
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Hinweis: Grundlage der vorgestellten Ergebnisse ist die Bachelor-Arbeit von Tim Gorn.
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