SYNTHETISCHE CANNABINOIDE IN DER FORENSISCHEN ANALYTIK

VON DER SUBSTANZIDENTIFIZIERUNG IN RAUCHERMISCHUNGEN BIS
ZUM NACHWEIS IN FORENSISCH RELEVANTEN MATRICES

>
o5&

INAUGURALDISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades (Dr. rer. nat.)
der Fakultat fir Chemie und Pharmazie

der Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg im Breisgau

vorgelegt von

Stefan Kneisel

aus Halle (Saale)

2013






Die praktischen Arbeiten zur Erstellung der vorliegenden Dissertation wurden im Zeitraum
von Januar 2010 bis Dezember 2012 am Institut flir Rechtsmedizin des Universitatsklinikums

der Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg durchgefihrt.

Vorsitzender des Promotionsausschusses: Prof. Dr. Thorsten Koslowski
Referent: Prof. Dr. Michael Mller
Betreuer der Arbeit und Korreferent: PD. Dr. Volker Auwarter

Datum der Promotion: 16.12.2013






Inhaltsverzeichnis |

INHALTSVERZEICHNIS
EINLEITUNG ...... et cetttcetitteceetanteceasastecsssastacsssassosassassasassassassssassasassassasnnsassnsnnsnns 1
1 Cannabinoide und das Endocannabinoidsystem..........ccoeeviicciiiiiiic e 1
2 Synthetische CannNabinOIde .........iiiiiiiiiii e e s ee e s e nanes 2
2.1 Strukturelle KIQSSIfiZIErUNG .....cccccuiiiieiee e e e et e e e st re e e s ate e e ssteeeesntaeeeensaaeesnreeenn 2
2.2 Charakteristika ausgewahlter Strukturklassen..........cccuiiiiiii oot e e e 4
2.2.1  Substanzen vom CycloheXylphenol-TYP .....ccoiie ittt e e e arer e e e e e e e eaees 4
2.2.1.1 Entwicklungshintergrlnde ........coeeeiiii i e e e nee e e s areee s 4
2.2.1.2 Struktur-Wirkungs-BezZiENUNZEN.........vii ittt e e et e e e eanes 5
2 A V] o1 =1 0 V4= o I Y/eY 0 o I Ve [ ] Bt 1V S PSRRI UPURRN 6
2.2.2.1 Entwicklungshintergrlnde ... eeeiiiiiiie et e e e et e e e e e et ree e e e e e e eeannns 6
2.2.2.2 Struktur-Wirkungs-BezZiENUNZEN.........vieieiie ettt s e et e e e eanes 7
3 Synthetische Cannabinoide in Drogenzuber@itungen .........ccoccvveeieciiie e 9
TR0 R =10 Tl o 1= ' Yof YU T V=4 Y o RS 9
3.2 KONSUMMOTIVATION ettt ettt ettt e e e e s ettt e e e e e s e aabeeeeeee e e s anbateeeeeeesanbeeeeeaeeesannes 11
4 P4 =YL=l o LT A o o 1T PRSP 12
ERGEBNISSE UND DISKUSSION ......ccciiiiiiiiiiiiieeiieiiaiiettssianiosiescsestassassessssssassasssssssssassassanss 13
1 Identifizierung neuartiger synthetischer Cannabinoide ..........ccocciieiiiciier e, 13
1.1 Einleitende VOrbetraChtUNGEN ......cc.uuiii ittt e e e e e s e e st e e e e s nta e e e enaeeeenrneean 13
30 A Y| oY= Y o 1= e U UPPR 13
1.2.1  Strukturelle Charakterisierung mittels MS .........ooiiiiii i e 13
1.2.2  Strukturelle Charakterisierung mittels NIMIR .......ccocuiiiiiiiieeciee e 16
1.2.3 Beurteilung von AB-001 im forensisch-toxikologischen Kontext........ccccccoeeeiiiiiiieiiiniciiiieeee e 18
S T o= | oY= o111 I AU URPR 18
1.3.1  Strukturelle Charakterisierung mittels MS .........oooviiiii i e e 18
1.3.2  Strukturelle Charakterisierung mittels NIMR .......cccooiiiiiiiiiii it 23

1.3.3 Beurteilung von AM-1220 und dessen Azepan-lsomer im forensisch-toxikologischen Kontext... 26
1.3.4  Unterschiede in den El-Fragmentierungsmustern von AM-1220 und dessen Azepan-lsomer ..... 26
1.3.5  Postulierter Reaktionsmechanismus zur Bildung des Azepan-ISOMErs.......ccccceecveeeecrereecceveeeennns 27
1.4 Ergebnisse des Produktmonitorings und Marktentwicklung wahrend des Beobachtungszeitraumes... 28

1.5 SChIUSSTOIGEIUNGEN ...ttt et e e e e e e et e e e s tbeeeesataeeeanssaeesnseeaeansaeeeannaeeeasseeenn 30



Il Inhaltsverzeichnis

2 Nachweis synthetischer Cannabinoide in humanen Serumproben .........ccccccveeevciieeccciiieeeccneenn, 33
2.1 Einleitende VOrbetraChtUNGEN ..........uviiiiii et e e e e e e e rae e e e e e e e e abaaeeeaaeeennnees 33
2.2 Entwicklung der verwendeten LC/ESI-MS/MS-Methode(N) ....c.ecevveeerieeeeeeieeeeeecire et et e 34
P T V- 11T =Y 0T g P T ==Y o] Y LYY SRR 36
2.4 Leistungsgrenzen der LC/ESI-MS/MS-MEthOde.......cceecuiiiiieeiiieeie ettt ettt e eane s 39
2.5 Erneute Erweiterungen der LC/ESI-MS/MS-METNOAE .......c.ueeeuveeeeeiiiieceecctre e eeee ettt eeaee e 40
2.6 Anwendung der Serumanalytik in der forensisch- und klinisch-toxikologischen Fallarbeit.................... 42

2.6.1  Einleitende VOrbetraChtUNGEN ........coccviiiiiiiie ettt ee e et e e s tee e e e nae e e e saneeeeensreeeenns 42
2.6.1.1 Qualitative und quantitative BetrachtUngen ........ccccoooeeiiiiiee i 43
2.6.1.2 Y 011U T (o] F= =T U Lo V==Y o U UUUR 46

2.6.2  Toxikologische Beurteilung synthetischer Cannabinoide anhand klinischer Notfalle ................... 47
2.6.2.1 Einleitende VorbetraChtUNGeN...........ooo i 47
2.6.2.2 Ergebnisse der toxikologischen ANAlYSEN .........coocciiiiiiii i 49
2.6.2.3 Klinisch-symptomatische Erscheinungsbilder und Verlaufe .........ccceccvveiiieeecciie e, 50
2.6.2.4 Befundinterpretation Und DiSKUSSION ........ccccuiieeiiiiiiiciiee e e e e 55
2.6.2.5 Y 011U T (o] F= =T U Lo Y={=T o U UUT 61

2.6.3  StraBenverkehrsdEIKEE ......cceiiiiiiiiiiee e s 61
2.6.3.1 Einleitende VOrbetraChtUNGEN .........ueiiciiiie ittt et e et e e et e e e 61
2.6.3.2 =1L oT=T ] o111 I TSP PPPPRRNE 62
2.6.3.3 = 1o T=T ] o111 AU PPPPRRINE 63
2.6.3.4 =Y oY I o111 ISP 63
2.6.3.5 SChIUSSTOIZEIUNGEN ... e e e e st ee e e st e e e e eataeessanaeeesnseeeeanns 64

2.6.4 Untersuchungen zur Langzeitnachweisbarkeit synthetischer Cannabinoide in humanen

LT U L3 YT e] o<1 o RSP 65
2.6.4.1 Einleitende VOrbetraChtUNGEN .........ceiiceiiie ittt e e et e e e e e 65

2.6.4.2 FallbDEISPIEIE B UNG 7 ...ttt et e e e e e e et e e e e e e e eesatbaseeaeeeenannes 66

2.6.4.3 Fallbeispiele 8 is 13 .....ueiiiieeieeieee ettt e e et e e e e e e e et b e e e e e e s e esnntbaeeaaeeeennnes 67

2.6.4.4 EXPOSIitioNSVErsUChE 1 UNA 2 ....oooieiiii ettt e et e e et e e e st e e e nta e e e ennes 69

2.6.4.5 Y 011U T (] F= =T U T aY={ =T o U UUTR 70

3 Nachweis synthetischer Cannabinoide in humanen Oral Fluid-Proben ..........cccoccvvvveiiciveeennnnnn. 73
3.1 Einleitende VOrbetraChtUNGEN ..........uviiiii it e e e e e e e rae e e e e e e e e abaaeeeaeeeenanens 73

3.2 Nachweis von synthetischen Cannabinoiden in OF mithilfe des Drager DCD 5000 Probensammlers.... 75

3.2.1  Entwicklung der NachweisSmethode..........ccueviiciiiicciiie et e e e e 76
3.2.2  ValidierUNgSErEEDNISSE. i eiiiiiieee ettt ettt e e e et e e e e e e e et b e e e e e e e e e abbeeeeeeeeesnraaaaaaeeeannres 77
3.23 Ergebnisse authentischer, gepaarter Serum- und OF-Proben..........cccccoeiiiiiiiiiie e 78
3.2.4  SChIUSSTOIGEIUNGEN...ccieiiiee e ecee ettt e et e e et e e e st e e e sateeessnseeeesntaeeeastaeesnssenaeanseeenanes 82

3.3 Nachweis von synthetischen Cannabinoiden in neat OF mithilfe des Biophor RapidEASE

PrODENSAMMIBES .. 83



Inhaltsverzeichnis 1

331 Entwicklung der Nachweismethode.. ... e e e e e e 84
3.3.2  ValidierUNgSErEDNISSE. e eeiiiiieee ettt ettt e e e e et e e e e e e e e et e e e e e e e e et baeeeaeeeesntaaaeaaeeeaanres 84

3.3.3  Untersuchungen zur Nachweisbarkeit von synthetischen Cannabinoiden in authentischen nOF-

PrODEN ettt et ettt e b e h e bt e ea bt e b et e at e e he e e e nb e e bt e e saneennee s 85
3331 EXPOSITIONSVEISUCH 3 ..ottt e et e e e e ettt e e e e e e e e e sabbeeeeeeeeesantbaseeaaeesnnnses 85
3.3.3.2 oo T 1[0 T4 T V=T o Ul o 1 SRR 86
3.3.33 SChIUSSTOIZEIUNGEN ...t e et e e e s st ae e e st e e e e eataeeesnsaeeesnseeeeanns 90

3.3.4  Stabilitat ausgewahlter synthetischer Cannabinoide in authentischen nOF-Proben in

Abhadngigkeit des ProbENGETARES .......ccccceeieiiiieeccee ettt e e e et e e e st e e e e nte e e s nsaeeesnsbeeesnraeeennnees 91
334.1 Einleitende VOrbetraChtUNGEN .........uciiuiiie ittt e e et e e e e e e 91

3.3.4.2 [ g=0] o Lo 11U UPPPPRN 93

3343 Y 011U T (o] F= =T U Lo Y={=T o SRR 97
ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK ...cccieiieiiiiieiiiiieiinsienioniecresiosiocesstsssassessssssassassaness 929
MATERIAL UND METHODEN ... ciiiiiiiiiicetettecetetecentarecensassocessassacassassocsssassasnnsassasnns 105
1 Chemikalien und StandardsubStanzen....... ... e e e e eanes 105
2 VerbrauChsSmMateriali€N ........ceeei i e e e r e e e e e e et re e e e e e e e e e nnaraaeeeaaeas 107
3 Gerate, Analysensysteme UNd SOfEWAIE.......cceiii it e e e e e eanes 107
4 REAgENZIEN UNA LOSUNGEN ....uvviieeeieieciiiieee e e e s eeecttttte e e e e e e ittre e e e e e e s e s nasteeeeeaeessnssssaseeaesessnssnsnnes 108
4.1 Laufmittel fir Dinnschichtschromatographie ...........coei oo e 108
4.2  Laufmittel Ay flr FIash-Chromatographi ........ceeecuiii ittt e e e e aree s 108
4.3 Natriumcarbonat-LOSUNE (0,1 M) ....ooiiiiiiie ettt ettt e e et e e eeate e e e eabaeeeetbeeeensaeeeaarenaas 109
4.4 Natriumhydrogencarbonat-LoSUNG (0,1 IM) .....oeieouiiiieiee ettt ettt e et e e et e e e et e e e eenree e eeareeaas 109
B - 1 o Yo =14 o LU i = (o) 0 ) SR 109

4.6 Gemisch zur flissig-flissig-Extraktion synthetischer Cannabinoide aus humanen Serum- und OF-

0] o 1= o WP RPTPP 109
4.7 Laufmittel A, fUr LC/ESI-MS/MS-ANGIYEIK ..eeoveeiiieeeieecie ettt et et ebae e sreeetaeeeneeeaes 109
4.8  Stamm- UNd ArbeitSIOSUNZEN ....coeieiiie ettt e e e st e e e s nte e e srateeeeenteeeeennaeeesnneeeas 110
5 Experimentelle und praparative Arbeiten ........coocviii i 113
5.1 Aufarbeitung der RAUChErmMiSChUNZEN ... ...uuiiiiiiei e e e e e e et ae e e e e e e enanees 113

5.2 Methoden zur Isolierung und Aufreinigung synthetischer Cannabinoide aus Rauchermischungen oder

ST Ky Wo ] 74T o YT ol o T=T o SRR 113
5.2.1  DUNNschichtchromatographie ........ccccciiii e e et e e e sereee s 113

5.2.2 Flash-Chromatographie.........ueeiiii oo et e e e e et e e e e e e s e e nraaseeeeeeennnes 113



Inhaltsverzeichnis

5.3 Analyse humaner Serumproben auf synthetische Cannabinoide..........ccccceeeeiieiiiiiiie e, 114
53.1 Erhalt von drogenfreiem HUMaNSEIrUM .. ......occuiiiiiiiie ettt ctree e e e e e e earan e e e e e e e e 114
5.3.2  Extraktion synthetischer Cannabinoide aus authentischen Serumproben ...........ccccccecveennneeen. 114
533 MeEthOdeNValIdIEIUNG ... e e e e et e e e e e e e st be e e e e e e eesanraaseeeeeeennnnes 115

5.3.3.1 SEIEKEIVITAT ..ttt ettt ea e bbb et st sae e saeesbe e beenbeeatesasenbeens 115
5.3.3.2 LIN@AITEAT .. eetieitieeeee et sttt 115
5.3.3.3 F NV A Yol YT € =Y o= o ISR 115
5.3.3.4 Richtigkeit UNd IMPraziSion..........ueeiiiiiieiiiieeee et e e e e et e e e e e e e sabar e e e e e e e eanees 116
5.3.3.5 Matrixeffekte, Wiederfindung und Prozessausbeute ..........cccoccueeeeevieiiccieee e 116
5.3.3.6 AutosampPlerstabilitat ..........ccveeeiiiie e 117
5.3.3.7 Einfrier-/Auftaustabilitdt und Langzeitstabilitat........c.ccovveeerieiieieieecee e 118
5.3.3.8 Carry-0Ver EffEKEE ...vvieiiee it e et e e e e e et e e e e e e e anraeees 118

5.3.4  Untersuchungen zur Langzeitnachweisbarkeit synthetischer Cannabinoide in humanen

Serumproben, STUAIENAESIZN ....cccceiii e e e e et e e e st e e e esrtaeeesnsaeeesnsaeeeennsaeesennees 119
5.4  Analyse humaner OF-Proben auf synthetische Cannabinoide...........ccccoviiiiiiiieiiiiiieie e, 119
5.4.1  Erhalt von drogenfrei€m OF ...........ceeiciiii et e stee st e e e ae e e ssae e e s et e e e e sstaeeesnneaeesnreaean 119
5.4.2  OF-Probennahme mit dem Drager DCD 5000 Probensammiler .........cccccovveeviiieeencieeescieee e 119
5.4.3 Extraktion synthetischer Cannabinoide aus authentischen OF-Proben..........ccccccoeiiiiiieiiinnnai, 120
5.4.4 Extraktion synthetischer Cannabinoide aus OF-Validierungsproben ...........ccccceiiieiiiiiiieeeeeecnnns 120
5.45  MethodenValidiErUNG........cocceiiiiiiii et e e e e e e e e aae e e s et e e e staeeesaneaeesanreeean 120
545.1 LIN@AIITAT. ...eiiiiiiiii it e 121
5.4.5.2 Richtigkeit UNd IMPraziSion..........ueeiiiiiiiiiiiiiee et e e e e e e e e e ar e e e e e e e eeanens 121
5.453 Autosamplerstabilitat ..........cceeiiiiie e e 121
5.45.4 Wiederfindung der Analyten bei Verwendung des Drager DCD 5000 .........cccccceevveernnennn. 121
5.45.5 EiNfrier-/AUftaUSTADIIITAT ...cccieeeii ittt e e s e e e e e s eaaeas 122
5.5 Analyse humaner nOF-Proben auf synthetische Cannabinoide .........ccccveeiiiiieeccie e 122
5.5.1  Erhalt von drogenfrei€m NOF ..........ooocuiiiiiiiee e et e eeee et e e e tee e e eeae e e st e e e e sntaeeesnneeeesnreeean 122
5.5.2 nOF-Probennahme mit dem Biophor RapidEASE Probensammiler .........cccccvveveeiiieiciiiieeeeeeeenns 122
5.5.3 Extraktion synthetischer Cannabinoide aus authentischen nOF-Proben..........ccccocciviieniinnni, 122
5.5.4  MethodenValidiErUNG.......ccccceiiiiiiiie et eee et e e e e e e e e e e eae e e stt e e e esstaeeesnneaeesnreeenn 123
5.5.4.1 LIN@AITEAT .. eeuteeitieeeee ettt e et e 123
5.5.4.2 Richtigkeit Und IMPraziSion..........ueeiiiiiieiiieee et e e e e e e e e e e e sabar e e e e e e e enanees 123
5.54.3 T (=T 7N L = (VI £=] o 11 L1 7 | PO 123
5.5.4.4 (07 T oYYl 3 =Y G o PSS 124
5.5.5 Expositionsversuch 3, StUdIENAESIZN .....ceviii i e e e e e e e e e eanes 124
5.5.6 Expositionsversuch 4, StUdIENAESIZN .....eeeiii e e e e e e e e e e 124

5.5.7  Untersuchungen zur Stabilitdat ausgewahlter synthetischer Cannabinoide in authentischen nOF-
Proben in Abhdngigkeit des ProbengefalRes, Studiendesign ........cc.eeevieeiieiiiiiiii e 125
5.6 ANAlytiSChe METNOAEN.......eiiiii e et e e e e e e e e e e e e e e e s abbaeeaaeeeesnbaaaeeeeseannnses 125



Inhaltsverzeichnis \Y

5.6.1  Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC/MS)......ccveecueeecreeeireeeireecereeecreeeereeeereeeereeeereeens 125

5.6.2 Hochaufgel6ste Hochleistungsfliissigkeitschromatographie-Tandemmassenspektrometrie (LC/HR-

IMIS/IMIS) ettt bbb bbb st e a e R RS h e b e bt e h e et et e e E e b nhe e bt e ae et et et e b e 126

5.6.3  Kernspinresonanzspektroskopie (NIMR) ......c.ccoiiiiiiiiiinientert ettt et 127

5.6.4  Hochleistungsflissigkeitschromatographie-Tandemmassenspektrometrie (LC/ESI-MS/MS) ..... 127
ABKURZUNGSVERZEICHNIS .......ceceuveeereeieeeceeesssessssessssessssesssssssssssssessssessssessssessasessassssans 131
ANHANG . ...ttt ettt tattastsestestastasssestastassesssestastassssssostassassssssassassssssane 133
1 Bioassays zur pharmakologischen Charakterisierung von synthetischen Cannabinoiden ......... 133
1.1 TN VIVO BiOASSAYS coieeeeiiiii i e e e 133
111 Tetrade-MOdell .. ..ot e e e e 133
1.1.1.1 ANtinozizeptioN/Tail-FHICK-TES .....eceveeeeeeere ettt ettt et eeaeeestaeeereeeetreeeaeeenees 133

1.1.1.2 [ V7Yoo =T 0 o =SS 133

1.1.13 Katalepsie/RiNg-IMMODIlItALSTESt........cccveiiieeciee ettt st e st eeree e 134

1.1.14 Sedierung/SpontanmotorisChe AKEIVITEL .....c.ceoeieirieeiie et 134

1.1.2 Dog static ataxia-MOdEll.........oeiiiiieeeeee e e e e e e e e e e e nbbar e e e e e eeannnes 134

1.1.3  Drug discrimination-MOdell ..........ooeuiiiiiiiie e e et e e e st e e eara e e s rnbaeeesnreeeanns 134

1.1.4  Anmerkungen zur EignuNg VON iN VIVO ASSAYS.....cceeiieiieiiiiiereeeeeeiitieeeeeeeeeiiasreeeeeesesssnsseseeasseasannes 135

1.2 EXVIVO BIlO@SSAYS e iiiiiiiiiiiiie e 135
1.3 TN VIEEO BIO@SSAYS 1 oeieeieiiiieie e a e 136
1.3.1  BindungSaffinitatSassays ...cuuieeeciieeiiiie e etee e e s e et e et e e et e e e st e e e enraeeeraraeeeanreeeann 136

1.3.2  AKEIVITAESASSAYS uuuvrrrieeeieiiiiiiiieeeeeeeeiitte et e e e eeesabrteeeeeeeeaaabaaaeeaaeesaassasessaessaaasnsseseaaesaasssbeneaaesennnnse 137
1.3.2.1 Forskolin-stimulierte@s CAIMP-ASSAY ........cccueeiieeieeiiiiieeee e e eecctiere e e e e e escbaareeeeeeesenbaaaeeaeeeennnes 137

1.3.2.2 [ PPS GTPYS-ASSAY eeovereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeseesesseeseeee e s sseseeeesee s eseese s eseeseeseeseeseeseereenan 137

1.3.3 Einfluss experimenteller Bedingungen auf in vitro Daten .........cccccveeieeiiieiiiiieiee e 138

2 Weiterflihrende Informationen zu in Rduchermischungen identifizierten synthetischen
CaANN@DINOTAEN ...ttt st et b e s bt e sbe e st e et e b e e nb e saeesanesane e 139
2.1 Strukturformeln, Summenformeln, CAS-Nummern und Literaturstellen bezliglich des Nachweises von
synthetischen Cannabinoiden, die bis zum August 2013 in Rduchermischungen identifiziert wurden......... 139

2.2 Ausgewadhlte Literaturdaten zur pharmakologischen Testung von bis zum August 2013 in
Rauchermischungen identifizierten synthetischen Cannabinoiden ..........ccccccviiiiiiiiicciiieeee e, 147

2.3 Betdaubungsmittelrechtliche MaBnahmen zur Unterstellung synthetischer Cannabinoide in Deutschland

3 Auszug aus dem POiSON SEVEIILY SCOME....cciiiiiiiiiie ettt et e e e e e e e e rrre e e e e e e e anaraaeeeaeeas 153



VI Inhaltsverzeichnis

4 Ergebnisse zur ldentifizierung von neuartigen synthetischen Cannabinoiden.......................... 154
4.1 Analysenergebnisse des Produktmonitorings...........eeeiiiiiiiiiiiiie it 154
L 1Y D - | (=] o H PRSP PPPTTRROPP 168

N R N2 00 R PSP T PSSP PPR 168
4.2.2  AM-1220 und desSen AZEPaN-ISOMET .......cccccuiieeeiiieeeiiieeeeciteeeeeeeeessereeeestreeeenaeeessseeeessseeesennees 169

5  Validierungsergebnisse flir LC/ESI-MS/MS-Methoden .........ccccceveeviieiceieieeireeereectee e e 171
5.1 Methode zum Nachweis synthetischer Cannabinoide in humanen Serumproben ............cccceeeeeennen. 171
5.2 Methode zum Nachweis synthetischer Cannabinoide in humanen OF-Proben .........c..ccocccviieeeieennnns 180
5.3 Methode zum Nachweis synthetischer Cannabinoide in humanen nOF-Proben .........cc.ccccvveeviiennes 189

LITERATURVERZEICHNIS ...ttt tceteteceatentecsnsastocsssassocsnsassacsssassacsnsassasnnsansacnns 199

PUBLIKATIONSVERZEICHNIS .....c.cciiiiiiiiiitiienieieictestesiascesstsssassossesssassassassssssassassasssnssns 223

DANKSAGUNG .....cciiiiiiiciititcetotteceetaraceasastecessastocsssastossssassossssassasassassasassassasansassnsnns 229

LEBENSLAUF .....oiitiiiiiiiitiiiititiiiniiensiiniinaiiinitsssiisteesssiistessssssstesssssssesssssssssssssssssesssssnse 231



Einleitung 1

EINLEITUNG

1 Cannabinoide und das Endocannabinoidsystem

Cannabis ist nach wie vor die am haufigsten konsumierte illegale Droge weltweit. Eine
Schatzung des ,,United Nations Office on Drugs and Crime” geht gegenwartig davon aus, dass
im Jahr 2012 ca. 180,6 Millionen Menschen zwischen 15 und 64 Jahren mindestens einmal
Cannabis konsumierten'. Die vielfdltigen psychotropen Wirkungen von Zubereitungen der
Cannabispflanze  (Cannabis  sativa) beruhen auf deren Hauptinhaltsstoff A*-
Tetrahydrocannabinol (THC, siehe Abbildung 1), dessen Isolierung und Strukturaufklarung
von Gaoni und Mechoulam im Jahr 1964 den Grundstein fiir die Cannabinoidforschung der

letzten flinf Jahrzehnte Iegtem.

Abbildung 1 Strukturformel von A’-Tetrahydrocannabinol (THC).

Die typischen THC-Wirkungen werden (ber das Endocannabinoidsystem vermittelt. Dieses
umfasst die beiden Subtypen des Cannabinoidrezeptors, CB; und CB,, endogene Liganden
wie beispielsweise Anandamid oder 2-Arachidonoylglycerol (Endocannabinoide), sowie
spezifische Proteine, die in Synthese, Transport und Abbau dieser endogenen Liganden

d® %, Die Cannabinoidrezeptoren gehéren zur Superfamilie der G-Protein-

involviert sin
gekoppelten Rezeptoren (GPCR) und sind hauptsachlich mit inhibitorischen G-Proteinen
gekoppelt. Die Aktivierung des CB;-Rezeptors verursacht eine Hemmung der Adenylatcyclase
(AC) und bestimmter spannungsgesteuerter lonenkanédle sowie die Aktivierung mitogen-

aktivierter Proteinkinasen und die Stimulation einwarts gerichteter Kaliumkanzle!®>!.

Der CB;-Rezeptor ist vorwiegend an prasynaptischen Endigungen zentraler (Gehirn und

Rickenmark) sowie peripherer Neuronen (nozizeptives System, Vegetativum oder

14

Gastrointestinaltrakt) lokalisiert™. Darlber hinaus werden CB;-Rezeptoren ebenfalls in

peripheren Geweben und Zellen exprimiert. Die hdchste Dichte zentraler CB;-Rezeptoren
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befindet sich im Hippocampus, Cerebellum (Kleinhirn), Cortex und den Basalganglien. Durch
diese sehr heterogene Verteilung Uber die verschiedenen Hirnareale lassen sich die
vielfadltigen zentralen Wirkungen von THC erkldren. In der Peripherie sind CB;-Rezeptoren

u.a. im Herzgewebe, der Lunge, der Niere, dem Fettgewebe sowie auf Immunzellen zu

(3, 4, 6]

finden . Die Aktivierung von CB;-Rezeptoren hat im Allgemeinen zur Folge, dass die

neuronale Erregung und Neurotransmission durch die Freisetzung sowohl exzitatorischer als

auch inhibitorischer Neurotransmitter supprimiert werden (z.B. GABA, Glutamat,

[3, 4, 79

Acetylcholin oder Noradrenalin) ! Im zentralen Nervensystem beeinflusst der CB;-

Rezeptor Wahrnehmung und Gedachtnis, Motorik, Schmerzverarbeitung sowie sensorische
Funktionen. In der Peripherie werden dagegen u. a. antinozizeptive und kardiovaskulare

Effekte ausgeléstB' 1o, 11]

Der CB,-Rezeptor ist vorrangig in Zellen und Geweben des Immunsystems (Milz, Thymus,
Mandeln, B- und T-Zellen, Makrophagen, Monozyten etc.) sowie in blutbildenden Zellen
lokalisiert™ *. Vereinzelt sind CB,-Rezeptoren zudem ebenfalls auf einzelnen Neuronen

sowohl aulRerhalb als auch innerhalb des Gehirns gefunden worden” > ! |m Gehirn sind

(13]

CB,-Rezeptoren ferner auf Gliazellen lokalisiert™™. Die Signaltransduktionsmechanismen

nach Aktivierung des CB,-Rezeptors sind, mit Ausnahme der Modulation von lonenkanalen,

h[3, 13]

mit denen des CBi-Rezeptors identisc . Die Aktivierung von CB,-Rezeptoren fihrt

hauptsachlich zur Modulation der Migration von Immunzellen sowie der Freisetzung von

Cytokinenm. Die daraus resultierenden Effekte umfassen u. a. eine entziindungshemmende

Wirkung sowie die Reduktion akuter und neuropathischer Schmerzen™.

2 Synthetische Cannabinoide
21 Strukturelle Klassifizierung

Insbesondere die analgetischen, antiinflammatorischen und antiemetischen Effekte

[14, 15

von THC sind pharmakotherapeutisch von besonderem Interesse I, Aus diesem Grund

wurden aufbauend auf der Strukturaufklarung von THC bis heute zahlreiche strukturell
hochst unterschiedliche Substanzen synthetisiert, die THC-dhnliche Effekte verursachen, aber

nicht pflanzlichen Ursprungs sind. Solche, als synthetische Cannabinoide bzw.

[16]

Cannabimimetika bezeichnete Substanzen, kdnnen wie folgt strukturell klassifiziert

werden'® 7 17
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Klassische Cannabinoide: alle von THC abgeleitete Substanzen mit Dibenzopyran-
Struktur (z. B. HU-210)
Nichtklassische Cannabinoide: bi- und tricyclische THC-Analoga ohne Pyranstruktur,
beispielsweise die Cyclohexylphenole CP-47,497 und CP-55,940
Indole: Substanzen, die sich strukturell deutlich von THC unterscheiden und sich je
nach Substitutionsmuster in weitere Klassen unterteilen lassen

a. Naphthoylindole, z. B. JWH-018, JWH-122, JWH-210, JWH-081, AM-1220,

WIN 55,212-2

b. Phenylacetylindole, z. B. IWH-203, JWH-250, JWH-251, RCS-8

c. Benzoylindole, z. B. AM-694, AM-2233, RCS-4, WIN 48,098

d. sonstige Indole ohne aromatischen Substituenten, z. B. UR-144, AM-1248
Pyrrole: von den Indolen abgeleitete Substanzen mit Pyrrol-Grundstruktur, z. B.
JWH-307, JWH-370
Indene: ebenfalls von den Indolen abgeleitete Strukturklasse, die anstelle der Indol-
durch eine Inden-Grundstruktur gekennzeichnet sind, z. B. JWH-176
Eicosanoide: sogenannte Endocannabinoide, d.h. endogene Arachidonsaure-
Derivate wie beispielsweise Anandamid und 2-Arachidonoylglycerol

sonstige: z. B. CRA-13, A-836,339

In Abbildung 2 sind Beispiele fir strukturell unterschiedliche synthetische Cannabinoide

dargestellt.
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Abbildung 2 Beispiele fiir strukturell unterschiedliche synthetische Cannabinoide.

2.2 Charakteristika ausgewihlter Strukturklassen
2.2.1 Substanzen vom Cyclohexylphenol-Typ
2.2.1.1 Entwicklungshintergriinde

Auf Grund der umfangreichen analgetischen Wirkung, aber gleichzeitigen klinischen
Limitierung von THC, widmete man sich in den frilhen 1980er Jahren bei Pfizer® der
pharmakologischen Testung von THC-Derivaten. Hierbei versprach man sich die Entwicklung
von neuen, klinisch nutzbaren Analgetika, die nicht mehr die unerwiinschten psychotropen
Wirkungen des THC auslésen. Umfangreiche Studien zu den Struktur-Wirkungs-Beziehungen
(SAR) fihrten hierbei zum Postulat einer im Vergleich zum THC-Molekil &duRerst
vereinfachten Struktur, die dennoch alle fiir eine analgetische Wirkung erforderlichen

Pharmakophore beinhalten sollte. Durch Eliminierung des Pyranringes, Austausch der
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Methylgruppe an C-9 gegen eine Hydroxylgruppe, Hydrierung der Doppelbindung im
Cyclohexen- sowie Verlangerung der Seitenkette am phenolischen Ring auf sieben
Kohlenstoffatome erhielt man hierbei CP—47,497[16’ 18 19 |m Rahmen der anschlieRenden
pharmakologischen Evaluierung offenbarte die Substanz zundchst eine dem Morphin
dhnliche analgetische Potenz, die sich durch den Opiod-Antagonisten Naloxon nicht
aufheben lieR. Viel bedeutender war jedoch die Tatsache, dass die Substanz in verschiedenen
Tiermodellen typische THC-Wirkungen ausloste und die des THC sogar um das 3- bis 28-fache
iibertrafi'®. CP-47,497 gilt seitdem als Prototyp der Strukturklasse der sogenannten

Cyclohexylphenole.

2.2.1.2 Struktur-Wirkungs-Beziehungen

In den letzten funf Jahrzehnten wurden zahlreiche Untersuchungen zu den Struktur-
Wirkungs-Beziehungen (structure actitvity relationships, SAR) cannabimimetisch wirkender
Substanzen durchgefiihrt. Wahrend hierflir zunachst verschiedene in vivo oder ex vivo
Tiermodelle verwendet wurden, ermaéglichte die Identifizierung und Klonierung des CB-12%

21 ynd CB,-Rezeptors?

schlieBlich die Entwicklung spezifischer in vitro Bioassays. Mit ihnen
war es fortan moglich, gezielt SAR-Studien durchzufiihren, um die Rezeptoraffinitdt und die
intrinsische Aktivitdt cannabimimetischer Substanzen zu steuern. Eine Beschreibung der
wichtigsten Bioassays zur pharmakologischen Charakterisierung von Cannabimimetika ist
dem Anhang dieser Arbeit zu entnehmen (siehe Kapitel 1 im Anhang). Fiir eine detailliertere

1.0

Ubersicht sei an dieser Stelle auf die Ubersichtsartikel von Howlett et a und Pertwee et

al.'?® verwiesen.

Die Identifizierung der Cannabinoidrezeptoren legte ebenfalls den Grundstein fir die
Entdeckung, dass das Ausmals der zentralen - und insbesondere der psychotropen Effekte -

cannabimimetischer Substanzen mit deren Bindungsaffinitat zum CB;-Rezeptor korreliert™*

>l pa die psychotrope Wirksamkeit cannabimimetisch wirkender Substanzen fiir die
vorliegende Arbeit von zentraler Bedeutung ist, soll folgend fir die Substanzen vom
Cyclohexylphenol-Typ beschrieben werden, inwieweit strukturelle Anderungen die Affinitat

zum CB;-Rezeptor beeinflussen.
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Ausgehend vom Grundgerist der Cyclohexylphenole existieren zwei bedeutende
Substitutionspositionen, die die Affinitdt zum CBi-Rezeptor erheblich beeinflussen (siehe

Abbildung 3).

Rl

Abbildung 3 Substitutionspositionen (als R gekennzeichnet), die ausgehend vom Grundgerist der
Cyclohexylphenole bedeutenden Einfluss auf die resultierende CB;-Affinitdt besitzen. Fiir eine detaillierte
Erlauterung siehe untere Textpassage.

Zahlreichen Studien zufolge ist eine an C-1 dimethylierte Alkylkette an Position 5 des
phenolischen Ringes essentiell fiir eine hohe CB;-Affinitat (RY). Kettenlangen von Butyl bis
Nonyl gewahrleisten ein hohes Bindungsvermogen, wobei eine Octylkette das Optimum
darstellt (z. B. CP-47,497-C5 Homologes)[24'26]. Eine weitere Steigerung der CB;-Affinitat wird
erhalten, indem die Position 4 des Cyclohexanolsubstituenten zusatzlich durch eine kurze,
terminal hydroxylierte Alkylkette modifiziert wird (R?). Die optimale Kettenldange entspricht in

diesem Fall einer Propylkette (z. B. CP-55,940)[25].

2.2.2 Substanzen vom Indol-Typ
2.2.2.1 Entwicklungshintergriinde

Nur wenige Jahre nach der Entwicklung der Cyclohexylphenole beschaftigte man sich
bei Winthrop® mit der Entwicklung neuer nicht-steroidaler Antirheumatika. Hierbei verfolgte
man das Ziel, durch Strukturmodifikation des starken Cyclooxygenase-Inhibitors Indometacin
neue Wirkstoffe mit reduzierter gastrointestinaler Cytotoxizitdt zu entwickeln. Im Rahmen
dieser Studien stellte man zuféllig fest, dass die strukturell von Indometacin abgeleitete
Substanz Pravadolin (WIN 48,098) sowie einige ihrer Derivate an den CB;-Rezeptor binden
(Abbildung 4)[27'301. Auf Grund der Tatsache, dass diese Substanzen alle einen Alkylamino-
Substituenten am Indolstickstoff aufwiesen, benannte man diese Substanzen folglich als

Aminoalkylindole. Im Zuge weiterer Sturkturoptimierungen wurden anschlieBend
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Aminoalkylindole entwickelt, die eine nochmals gesteigerte CB;-Affinitat aufweisen (z. B.

AM-1220 oder WIN 55,212-2, Abbildung 4)3.

cl
e
g
(o
HO ° N ’>
Indometacin Q Pravadolin AM-1220 0 WIN 55,212-2

Abbildung 4 Strukturformeln des Cyclooxygenase-Inhibitors Indometacin sowie der davon strukturell
abgeleiteten Cannabinoidrezeptor-Agonisten Pravadolin, AM-1220 und WIN 55,212-2.

In den folgenden Jahren fiihrten die Arbeitsgruppen um John W. Huffman® sowie Alexandros
Makriyannis® weiterfiihrende SAR-Untersuchungen mit Aminoalkylindolen durch. Hierbei
zeigte sich, dass der Alkylamino-Substituent nicht nur problemlos durch eine Alkylkette
ersetzt werden kann, sondern diese bei optimaler Lange ebenfalls eine Steigerung der CB;-
Affinitit bewirkt®*3%. Die strukturelle Optimierung des Alkylsubstituenten und weiterer
Strukturmerkmale fihrte schlieBlich zur Synthese hunderter Alkylindole, von denen

zahlreiche eine Uberaus hohe Affinitat zum CB1-Rezeptor aufweisen (z. B. JWH-018)[35'39].

2.2.2.2 Struktur-Wirkungs-Beziehungen

Ausgehend vom Indol-Grundgeriist existieren bei synthetischen Cannabinoiden vom
Indol-Typ drei Hauptpositionen, an denen ein Substituent einen signifikanten Einfluss auf die

Affinitat zum CB;-Rezeptor hat (siehe Abbildung 5).

! Die Bezeichnung der ,JWH"“-Substanzen ergibt sich aus den Initialen John W. Huffmans.
? Die Bezeichnung der ,AM“-Substanzen ergibt sich aus Alexandros Makriyannis’ Initialen.
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Abbildung 5 Substitutionspositionen (als R gekennzeichnet), die ausgehend vom Indol-Grundgerist
bedeutenden Einfluss auf die resultierende CB,-Affinitdt besitzen. Fir eine detaillierte Erlduterung siehe untere
Textpassage.

Um eine hohe CB;-Affinitdt zu gewahrleisten, sollte der Stickstoff des Indols entweder mit
einer zyklischen Alkylaminofunktion oder mit einer Alkylkette substituiert sein (R). Der
Heterozyklus sollte hierbei durch eine kurze Alkylkette vom Indol-Stickstoff getrennt sein,
wobei ein Abstand von zwei Kohlenstoffatomen zwischen beiden Stickstoffen optimal ist
(z. B. Morpholin in JWH-200 oder 2-Methylpiperidin in AM-1220)%" & 3% 31 Eine noch
hohere Affinitdt zu CB; wird durch eine unverzweigte, gesattigte Alkylkette erzielt, wobei
eine Pentylkette das Optimum darstellt (z. B. JWH-018). Verlangerung oder Verkiirzung des
Alkylsubstituenten senkt die CB;-Affinitat wieder, jedoch werden mit Butyl- bzw. Hexylketten
auch noch hohe Affinititen erzielt®* ** 31, Obwohl bisher nur wenige Beispiele verfligbar
sind, gibt es Hinweise darauf, dass die CB;-Affinitdt durch eine terminale Fluorierung der
Pentylkette nochmals gesteigert wird. So besitzen AM-694 und MAM-2201 im Vergleich zu
ihren nicht halogenierten Analoga AM-679 bzw. JWH-122 eine nochmals hdhere CBi-

Rezeptoraffinitét[ss' 401,

Verschiedene Arbeiten belegen, dass die Einflihrung eines Substituenten an Position C-2 des

Indols eine Verringerung der CB;-Affinitat bewirkt (RZ)[ZS’ 30,31, 35,37]

Der Substituent an Position C-3 des Indolkdrpers hat einen enormen Einfluss auf die CB;-
Bindungsaffinitit (R®). Sie wird entsprechend erhdht, wenn entweder ein Benzoyl-,
Phenylacetyl- oder Naphthoylrest gewahlt wird. Benzoyl- sowie Phenylacetylsubstituenten
sollten dabei an Position C-2 wiederum Substituenten aufweisen. Der Benzoylsubstituent
sollte iodiert vorliegen (z. B. AM-2233)[36], wahrend der Phenylacetylsubstituent idealerweise
entweder methoxyliert (z. B. JWH-250) oder mit Chlor oder Brom halogeniert wird (z. B.
JWH-203)[37]. Die hochste CB-Affinitdt wird jedoch durch einen Naphthoylsubstituenten
erzielt, der an C-4 modifiziert ist. Alkoxylierungen (Methyl und Ethyl, z. B. JWH-081)1*> 4!

sowie Halogenierungen liefern hohe CBi-Affinitdten, wobei unerheblich ist, ob das

Naphthoylsystem fluoriert, bromiert oder chloriert wird (z. B. JWH—398)[17’ 1 Die bisher
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hochsten Affinitaten zum CB;-Rezeptor weisen schlielllich Pentylindole auf, bei denen die
Position C-4 des Naphthoylringes mit einem Methyl-, Ethyl-, oder Propylrest substituiert ist
(z. B. JWH—210)[41]. Die Einfihrung von volumindsen, aliphatischen Substituenten wie
beispielsweise einem Adamantyl- oder Tetramethylcyclopropylrest an Position C-3 des
Indolkdrpers bewirkt demgegentiber eine zum Teil drastische Verringerung der CB;-

Affinitat3® 42,

3 Synthetische Cannabinoide in Drogenzubereitungen

Wie bereits beschrieben, werden sowohl die klinisch interessanten als auch die
psychotropen Effekte zentral wirksamer CB;-Agonisten iber denselben Rezeptor vermittelt,
wodurch die therapeutische Anwendbarkeit dieser Substanzen erheblich limitiert ist. Aus
diesem Grund werden zentral wirksame CB;-Agonisten seither vorwiegend nur noch in der
experimentellen Pharmakologie als Hilfsmittel bei der strukturellen und funktionalen
Charakterisierung des CBi-Rezeptors eingesetzt. Demgegeniber wurden CB;-Agonisten
erstmals im Jahr 2008 in sogenannten Rauchermischungen gefunden und nehmen seitdem in

der forensischen Analytik eine besondere Rolle ein.

3.1 Riuchermischungen

Rauchermischungen wurden vermutlich zum ersten Mal im Jahr 2004 in vereinzelten
européischen Lindern wie Deutschland, Osterreich oder der Schweiz {iber das Internet oder
in ,,Headshops”3 verkauft'®®!. Hierbei handelt es sich um getrocknetes Pflanzenmaterial, das
in Packungseinheiten & 0,5 bis 3,0 Gramm in kleinen, professionell gestalteten Tutchen
verpackt vorliegt (Abbildung 6). Der Verkaufspreis liegt meist bei ca. 10 €/Gramm. Laut
Deklaration enthalten die Produkte Teile exotischer Pflanzen, denen psychotrope Effekte
nachgesagt werden, wie beispielsweise Indian Warrior (Pedicularis densiflora), Blue Lotus
(Nymphacea caerulea), Lion’s Tail (Leonotis leonurus) oder Baybean (Canavalia maritima)[44].
Uber etwaige weitere Inhaltsstoffe werden auf den Produkten keine Angaben gemacht.
Lediglich der Hinweis, dass die Zubereitungen nicht zum Verzehr bestimmt sind (,,Not for

human consumption.”), ist stets auf der Verpackung aufgefiihrt. Beworben werden

* Geschifte bzw. Laden, die im Allgemeinen Rauchuntensilien wie z. B. Wasserpfeifen verkaufen.
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Rauchermischungen im Allgemeinen als Raumerfrischer, Raumluftverbesserer, Autoparfum

oder Pflanzendiinger. Das Verbrennen der Krauter soll entspannende Effekte verursachen.

Abbildung 6 Beispiele fiir typische Rauchermischungen.

Die ersten (und heutzutage populdrsten) Rauchermischungen trugen Namen wie ,Spice
Silver”, ,Spice Gold“ ,Yucatan Fire” oder ,Smoke”. Wahrend zundchst vorwiegend
experimentelle Drogenkonsumenten Interesse an diesen Produkten zeigten, rickten
Rauchermischungen im Jahr 2008 schlagartig in den Fokus der breiten Offentlichkeit als sie in
Medienberichten als legale Alternative zu Cannabisprodukten beschrieben wurden. In
zahlreichen Blogs und Internetforen tauschten sich Konsumenten verstarkt Uber die
Wirkungen der Produkte aus und berichteten von cannabisdahnlichen Effekten, die nach dem
Rauchen des Pflanzenmaterials wahrgenommen wurden. In der Folgezeit wurden
zunehmend Intoxikationsfille infolge des Konsums dieser Produkte berichtet, wobei jedoch
zunachst vollig unklar blieb, was die pharmakologischen Effekte ausldste!®. Zum Ende des
Jahres 2008 gelang schlielllich gleich drei verschiedenen Institutionen die Beantwortung
dieser Frage. Mitarbeiter der THC Pharm GmbH waren in der Lage das Alkylindol und
synthetische Cannabinoid JWH-018 in Rauchermischungen des Typs ,Spice Gold“, ,Spice
Arctic Synergy” sowie ,Yucatan Fire” nachzuweisen!®®. Nur wenige Tage spater identifizierten
Auwidrter et al. mit CP-47,497 sowie dessen Cg-Homologem zwei synthetische Cannabinoide

aus der Gruppe der Cyclohexylphenole in verschiedenen Produkten (z. B. ,,Spice Diamond*“
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”)[47]. Letztere Substanz sowie JWH-018 wurden zur gleichen Zeit ebenfalls auf

oder ,Sence
dem japanischen Markt vorgefunden[48’ 49, Untersuchungen zeigten ferner, dass es sich bei
den pflanzlichen Bestandteilen der Rauchermischungen - entgegen der Produktdeklaration -
vorwiegend um Damiana (Turnera diffusa), SGBholz (Glycyrrhiza glabra) oder verschiedene
Pflanzenarten aus der Gattung der Minzen (z. B. Melissa, Mentha, Thymus sp.) und folglich

t®% 51 somit wurde deutlich, dass die

nicht um psychotrop wirkende Krauter handel
pflanzliche Komponente der Rauchermischungen lediglich als Tragermaterial dient, auf das
synthetische Cannabinoide durch Aufspriihen einer Wirkstofflésung oder durch Vermischen
des Materials mit einem organischen Losungsmittel, in dem die Substanzen gel6st sind,

aufgebracht werden.

Der Gesetzgeber reagierte auf diese Ereignisse, indem er die Substanzen JWH-018, CP-47,497
sowie deren Cg, Cg- und Co-Homologe im Januar 2009 per Eilverordnung dem

21 Doch bereits wenige Wochen spéater konnte

Betdubungsmittelgesetz (BtMG) unterstellte
mit JWH-073, dem Butylhomologen von JWH-018, ein neues synthetisches Cannabinoid aus
der Klasse der Alkylindole in einer Rduchermischung identifiziert werden®?!, Gegen Ende des
Jahres 2009 gelang Mitarbeitern der Landeskriminalamter Bayern und Schleswig-Holstein
schlieBlich die Identifizierung von JWH-250"%. Dies veranlasste den Gesetzgeber erneut eine

Anderung der Anlage Il des BtMG vorzunehmen, indem dieser im Januar 2010 nun die

Substanzen JWH-250, JWH-073 sowie deren Hexylhomologes JWH-019 hinzugefiigt wurden.

3.2 Konsummotivation

Verschiedene Umfragen haben ergeben, dass Rauchermischungen in aller Regel von
erfahrenen Usern anderer Drogen, vorwiegend Cannabis, konsumiert werden. Die Griinde
fir den Konsum sind hierbei vielfaltig. Haufig besteht Interesse an ihrer Wirkung, vor allem
im Vergleich zu Cannabis. Dariiber hinaus werden ebenfalls der - im Vergleich zu Cannabis -
erheblich einfachere Erwerb von Rauchermischungen sowie deren breitere Verfligbarkeit
geschatzt. Zudem sehen Drogenkonsumenten im Konsum von Rduchermischungen die
Moglichkeit, regelmalige Drogenscreenings zu unterwandern, da synthetische Cannabinoide
von diesen nicht erfasst werden. Vereinzelte Personen gaben zudem an, die Produkte auf
Grund ihrer erhohten Sicherheit und Legalitdt sowie starkeren Wirksamkeit gegeniber

Cannabisprodukten zu bevorzugen. Zahlreichen Umfragen zufolge zieht die Mehrheit der
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Drogenkonsumenten den Konsum von Cannabisprodukten jenem von synthetischen

Cannabinoiden allerdings vort>>62l,

4 Ziele der Arbeit

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, im Laufe der praktischen Arbeiten neu auf
dem Drogenmarkt angebotene R&duchermischungen auf die Prasenz von synthetischen
Cannabinoiden zu untersuchen. Hierfiir sollten regelmaRig neue Produkte erworben und
qualitativ mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC/MS) analysiert werden. In
Fillen, in denen die erhaltenen Massenspektren auf neue, noch nicht bekannte synthetische
Cannabinoide hinwiesen, sollten die Substanzen isoliert und strukturell charakterisiert
werden. Dies sollte durch die Kombination verschiedener massenspektrometrischer

Methoden sowie Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) erfolgen.

Ein weiteres Ziel der Arbeit umfasste die Entwicklung von auf Hochleistungs-
flissigkeitschromatographie-Tandemmassenspektrometrie (LC/MS/MS) basierenden
Methoden zum Nachweis synthetischer Cannabinoide in den forensisch relevanten Matrices
Blutserum und Oral Fluid. Hiermit sollte die Notwendigkeit erfiillt werden, diese Substanzen
im Rahmen der taglichen forensisch-toxikologischen Fallarbeit hochempfindlich nachweisen
zu kénnen. Hierbei sollten Erkenntnisse zur allgemeinen Nachweisbarkeit dieser Substanzen
in Serum- und Oral Fluid-Proben erhalten werden. Durch Korrelation zwischen
Serumkonzentrationen und der Schwere von Vergiftungssymptomen, die bei klinischen
Notfallen nach Konsum von synthetischen Cannabinoiden auftreten, sollte ferner eine

Beurteilung des Gefahrenpotentials dieser Substanzklasse unternommen werden.
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION

1 Identifizierung neuartiger synthetischer Cannabinoide
1.1 Einleitende Vorbetrachtungen

Im Zeitraum der praktischen Arbeiten (Januar 2010 - Dezember 2012) wurden
insgesamt fast 400 verschiedene R&duchermischungen qualitativ auf deren Inhaltsstoffe
untersucht (siehe Tabelle Il im Anhang). Hierbei war die Identifizierung der enthaltenen
Cannabimimetika in den meisten Fallen auf Grund bereits zuvor erworbener
Referenzsubstanzen alleinig mittels GC/MS-Analyse durch Abgleich der erhaltenen EI-MS-

hl®3% |n seltenen Fillen mussten die enthaltenen,

Spektren und Retentionsindizes maoglic
noch unbekannten Substanzen jedoch isoliert und strukturell charakterisiert werden. Dies

soll im Folgenden an zwei Fallbeispielen genauer beschrieben werden.

1.2 Fallbeispiel 1
1.2.1 Strukturelle Charakterisierung mittels MS

Im August 2010 wurden 19 verschiedene Rauchermischungen bei einem Internetshop
erworben. Wahrend in 16 dieser Produkte das CB;-hochaffine synthetische Cannabinoid AM-
694 nachgewiesen werden konnte, wurde bei den restlichen 3 Produkten im
Totalionenchromatogramm (TIC) ein deutliches Signal erhalten, dessen zugehoriges EI-MS-
Spektrum zunachst keinem bis dato bekannten synthetischen Cannabinoid zugeordnet
werden konnte (Substanz 1). Allerdings wies das Fragmentierungsmuster groBe Ahnlichkeit
mit dem im Jahr 2009 erstmals in Rduchermischungen identifizierten Phenylacetylindol JWH-

250 auf (Abbildung 7).
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Abbildung 7 GC/EI-MS-Spektrum und postulierte Partialstruktur von Substanz 1. Der als ,R“ dargestellte
Molekdlteil stellt das nach Auswertung des Spektrums noch unbekannte Strukturelement dar.

Das EI-MS-Spektrum von Substanz 1 wies die charakteristischen Fragmente m/z (% relative
Intensitat) 349 (11), 214 (100), 144 (16), 116 (10) sowie 135 (5) auf. In Analogie zum EI-MS-
Spektrum von JWH-250 (Abbildung 8) wiesen hierbei vor allem die lonen mit m/z 214
(Pentylindoloyl-Gruppe), 144 (Indoloyl-Gruppe) und 116 (Indol-Gruppe) auf eine

Pentylindoloyl-Struktur hin.

214
100 1

50 1

Relative Intensitat [%]

144
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91 130 | 158
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"
T T T T T T

T
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Abbildung 8 GC/EI-MS-Spektrum und Struktur von JWH-250.

Die Massendifferenz von + 14 Da zwischen den Molekiil-lonen m/z 335 (JWH-250) und 349
(1) lieR auf ein methyliertes Derivat des JWH-250 schlieen, wobei die Strukturmodifikation
im vom Pentylindoloyl-Grundkérper entfernten Molekiilteil lokalisiert sein musste. Ein
solches Derivat konnte auf Grund der im Molekul vorhandenen Keto-Enol-Tautomerie durch
Methylierung der a-Position des JWH-250 dargestellt werden und war zu diesem Zeitpunkt

541 Tatsichlich wies das erhaltene EI-MS-

bereits in der Literatur beschrieben worden
Spektrum eine sehr hohe Ubereinstimmung mit einem in a-Position der Ketofunktion

methylierten Derivat von JWH-250 auf (Abbildung 9).
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Abbildung 9 GC/EI-MS-Spektrum und Struktur eines a-methylierten Derivates von JWH-250.

Beide Substanzen wiesen jedoch unterschiedliche Retentionsindizes sowie leichte
Intensitatsunterschiede in deren Fragment m/z 135 auf. Darliber hinaus lieB sich 1 in
Gegenwart von Phenyltrimethylammoniumhydroxid-Lsg. (0,1 M in Methanol) in situ nicht
methylieren, wodurch eine Keto-Enol-Tautomerie und somit die Prdsenz einer

Phenylacetylfunktion ausgeschlossen werden musste.

Um die Struktur von 1 aufklaren zu konnen, wurde die Substanz zunéchst isoliert und mittels
Dinnschichtchromatographie (DC) aufgereinigt, wobei ca. 8 mg einer orange-braunen,

kristallinen Substanz (1) erhalten wurden.

Das im positiven lonenmodus aufgenommene hochaufgeldste LC/ESI-MS/MS-Spektrum von
Substanz 1 zeigte ein protoniertes Molekiil-lon [M+H]" mit m/z350,2480
(Massengenauigkeit: 0,50 ppm), woraus sich eine Molekilformel von Cy4H3;NO ableiten lieR.
Die hochaufgeloste Masse des charakteristischen Fragment-lons m/z 135,1166, welches
durch Abspaltung des die Pentylindoloyl-Gruppe darstellenden Neutralteilchens Cy4H:7NO
(m/z 215,1314) entsteht, flhrte zu einer postulierten Zusammensetzung von CigoHis

(Massengenauigkeit: 1,40 ppm) (Abbildung 10).
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Abbildung 10 Hochaufgelostes LC/ESI-MS/MS-Spektrum von Substanz 1.

Somit konnte die anfangliche Hypothese einer Phenylacetyl-Gruppe auf Grund der
Abwesenheit eines Sauerstoffatoms auch mittels hochauflésender Massenspektrometrie
widerlegt werden. Stattdessen musste es sich bei dem noch unbekannten Strukturelement

um einen zyklischen aliphatischen oder aromatischen Substituenten handeln.

1.2.2  Strukturelle Charakterisierung mittels NMR

Mittels verschiedener ein- und zweidimensionaler NMR-Experimente konnte die
Struktur von Substanz 1 schlielich als 3-(1-Adamantoyl)-1-pentylindol bzw. AB-001
identifiziert werden. Hierbei handelt es sich um ein Derivat des JWH-018, das anstelle des
Naphthyl- einen Adamantyl-Substituenten aufweist (Abbildung 11). Die 'H-'H-
Konnektivititen konnten durch die Aufnahme von selektiven 'D-TOCSY-Spektren ermittelt
werden, was zur ldentifizierung von drei individuellen Spinsystemen fihrte. Die Prasenz der
Pentylkette sowie des Indolsubstituenten konnte durch Auswertung von *H/**C-HSQC- bzw.
1H/lz“’C—HI\/IBC—Spektren bestatigt werden. Die Adamantylstruktur ist hochsymmetrisch, wobei
die entsprechenden Signale fiir die 2", 3" und 4" Protonen nicht aufgel6st sind und als breite
Singuletts oder Multipletts erscheinen. Das 'H- sowie 1E}C—NI\/IR—Spektrum von AB-001 ist in
Abbildung 11 dargestellt. Die *H- und *C-NMR-Daten sind in der Tabelle VI im Anhang

zusammengefasst.
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Abbildung 11 - (a, aufgenommen bei 400 MHz) sowie 13C-NMR-Spektrum (b, aufgenommen bei 100,6 MHz)
von AB-001 (1) in CDCl; bei Raumtemperatur. Die einzelnen Signale sind der aufgefiihrten Strukturformel
entsprechend nummeriert. LM: Lésungsmittelreste (Ethanol, 6 =1,27 bis 1,32 ppm und & = 3,74 ppm). Die
chemischen Verschiebungen und Kopplungskonstanten sind in Tabelle VI im Anhang aufgefiihrt.
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1.2.3 Beurteilung von AB-001 im forensisch-toxikologischen Kontext

Zum Zeitpunkt seiner Erstidentifizierung war AB-001 das erste Alkylindol, dessen
Substituent am Carbonylsauerstoff aliphatischen Charakters war. Ferner existierten zu jenem
Zeitpunkt keine pharmakologischen Angaben hinsichtlich seiner Bindungsaffinitat zu den CB-
Rezeptoren. Dies macht AB-001 zu einem typischen Vertreter jener Generation von
Cannabimimetika, die nicht mehr aus der wissenschaftlichen Literatur stammten, sondern
durch voéllig neue Substitutionsmuster charakterisiert waren. Auf Grund der haufigen
Identifizierung in Produkten auf dem japanischen Markt und dem Fehlen pharmakologischer
Daten ermittelten Uchiyama et al. deshalb die CB:-Bindungsaffinititen von AB-001 im
Rahmen eines in vitro Radioliganden-Assays. Sie erhielten fir AB-001 eine in etwa 5-fach
geringere CBi-Bindungsaffinitdt im Vergleich zur potenten Substanz JWH-018, wodurch
zunachst auf eine moderate, THC-dhnliche Wirkstarke von AB-001 geschlossen werden
konnte'®”). Banister et al. konnten in verschiedenen in vitro Studien zeigen, dass AB-001 eine
vollagonistische und somit erhdhte Funktionalitat an CB;-Rezeptoren gegeniiber THC
aufweist. In von ihnen spater an Wistar-Ratten durchgefiihrten in vivo Studien zeigte AB-001
im Gegensatz zu THC und JWH-018 jedoch nur eine stark reduzierte cannabimimetische
Aktivitat, so dass eine psychotrope Wirkung von AB-001 bei normaler Dosierung zumindest

bezweifelt werden muss®®,

AB-001 wurde in der Folgezeit seiner Erstidentifizierung zunachst nur selten in
Rduchermischungen aufgefunden. Trotzdem unterstellte der Gesetzgeber die Substanz am
26.07.2012 im Rahmen der 26. Verordnung zur Anderung betidubungsmittelrechtlicher

)[69]. Obwohl seitdem als BtM geltend

Vorschriften dem Betdubungsmittelgesetz (BtMAndV
und offenbar nur schwach cannabimimetisch wirksam, konnte AB-001 gegen Ende des Jahres
2012 sowohl vereinzelt in neuen Produkten als auch erstmals in Blutproben nachgewiesen

werden (siehe Kapitel 2.6.1.1 in diesem Abschnitt).

1.3 Fallbeispiel 2
1.3.1 Strukturelle Charakterisierung mittels MS

Zu Beginn des Jahres 2011 wurde ein sogenanntes ,Research Chemical®, das laut
Deklaration das hochpotente Cannabimimetikum AM-1220 beinhalten sollte, Uber eine

Internethandelsplattform erworben. Von dem erhaltenen Produkt, das in kristalliner Form
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vorgefunden wurde, wurden zunachst 1 mg Substanz in 1 mL Ethanol gelést und die
erhaltene Losung anschlieRend mittels GC/MS im Full-Scan-Modus analysiert. Im erhaltenen
TIC war bei 16,94 min ein symmetrischer Peak zu erkennen, dessen zugehériges EI-MS-
Spektrum vier intensive Fragment-lonen mit m/z (% relative Intensitat) 98 (100), 70 (10), 127
(7) und 155 (4) aufwies. Die fir Naphthoylindole typischen Fragmente mit m/z 127
(Naphthyl-Gruppe) und m/z 155 (Naphthoyl-Gruppe) deuteten dabei auf das Vorhandensein
eines unsubstituierten Naphthylrestes hin. Die Vermutung, dass es sich bei der untersuchten
Substanz um AM-1220 handelt, wurde zusatzlich durch die lonensignale m/z 98 (mogliche N-

Methylpiperidin-Gruppe) sowie m/z 382 (Molekil-lon) unterstutzt (Abbildung 12).

98

4,5
35
2,5

1,5

Relative Intensitét x 10° [cps]

70 127
J L 155 254 284 382
sl al 1 " "

60 140 220 300 380 m/z

0,5

Abbildung 12 GC/EI-MS-Spektrum, das nach Analyse des ,Research Chemicals” erhalten wurde.

Da das zugehérige EI-MS-Spektrum keine signifikanten Anderungen {iber die gesamte
Peakbreite aufwies und ebenfalls keine weiteren relevanten Peaks im TIC zu erkennen waren,
deuteten diese Ergebnisse zudem auf eine hohe Reinheit der Substanz hin. Nach Analyse der
Feststoffldsung mittels DC waren unter UV-Licht jedoch lberraschenderweise zwei deutliche
Spots mit Rf-Werten von 0,11 und 0,31 zu erkennen. Aus diesem Grunde ergab sich die
Hypothese, dass in dem Produkt zwei isomere Substanzen mit sehr dhnlichen physiko-

chemischen Eigenschaften nebeneinander vorlagen.

Um diese Hypothese zu beweisen, wurden beide Substanzen zunachst mittels DC getrennt
und anschliefend isoliert. Hierbei wurden die braunen, 6ligen Substanzen 2 (Rf 0,11, ca.

17 mg) und 3 (Rf 0,31, ca. 8 mg) erhalten.

Nach GC/MS-Analyse von Substanz 2 war im TIC -analog zum Substanzgemisch - ein
symmetrischer Peak bei 16,94 min zu erkennen. Interessanterweise wies das zugehorige El-

MS-Spektrum, bis auf kleine Unterschiede in den Intensitdten der Hauptfragment-lonen, eine
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sehr groRe Ahnlichkeit mit jenem des Gemisches beider Substanzen auf. Das EI-MS-Spektrum
von Substanz 2 zeigte sechs Haupt-lonensignale mit m/z (% relative Intensitat) 98 (100), 70
(19), 127 (13), 155 (6), 254 (4) und 284 (4). Wie bereits beschrieben, lieferten die Fragmente
mit m/z 127 (Naphthyl-Gruppe) und m/z 155 (Naphthoyl-Gruppe) wieder eindeutige
Hinweise  auf das  Strukturelement eines  unsubstituierten Naphthylrestes.
Uberraschenderweise fehlte jedoch das die Indoloyl-Gruppe darstellende Fragment-lon
m/z 144, das typischerweise prominent in Massenspektren von Alkylindolen, deren Indol-
Funktion lediglich am Stickstoff mit einer Alkylkette substituiert ist, auftritt. Wahrend die El-
MS-Spektren von Vertretern dieser Grundstruktur (z. B. JWH-018, JWH-073 und JWH-210)

typischerweise intensive Molekiil-lonen aufweisenl4® 47 48, 53, 54, 63-66, 70-78]

, war das Molekul-
lon von Substanz 2 jedoch lediglich mit duRRerst geringer Intensitat prasent. Das prominente
lon m/z 98 deutete — analog zum intensiven Fragment m/z 100 im EI-MS-Spektrum von JWH-
200 8% 73] _ stattdessen auf einen heterozyklischen Substituenten hin, dessen Verknlipfung

zum Indolstickstoff Giber eine kurze Alkylkette realisiert ist (Abbildung 13).
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Abbildung 13 GC/EI-MS-Spektrum und postulierte Struktur von Substanz 2.

Die Untersuchung von Substanz 2 mittels HR-MS im positiven lonenmodus lieferte ein
protoniertes Molekiil-lon [M + H]" mit m/z 383,2106 (Massengenauigkeit: 1,21 ppm), woraus
sich eine abgeleitete Molekiilformel von C,cH»sN,O ergab. Die hochaufgelosten Massen der
intensiven Fragment-lonen lieferten weitere strukturelle Informationen zu Substanz 2
(Abbildung 14). Fir die Fragmente mit m/z 155,0486 und 127,0541 ergaben sich die
elementaren Zusammensetzungen C;1H;O (Naphthoyl-Gruppe, Massengenauigkeit:
3,51 ppm) und CyoH; (Naphthyl-Gruppe, Massengenauigkeit: 1,00 ppm), wodurch die Prasenz
einer Naphthoylgruppe als sehr wahrscheinlich galt. Die Masse des lons m/z 98,0965 wies

auf die Zusammensetzung CgHioN (Massengenauigkeit: - 0,76 ppm) hin, woraus sich das
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Strukturelement einer  N-Methylpiperidin-Gruppe  ableiten lieB. Anhand des
Neutralmassenverlustes von 271,0986 Da, der im Zuge der Abspaltung des gesamten Indol-
Stickstoff-Substituenten auftrat (m/z 112,1120, C;Hy4N, Massengenauigkeit: 0,68 ppm),
konnte zudem eine weitere Substituierung der postulierten Naphthylindoloyl-Struktur
(C19H13NO) ausgeschlossen werden. Unter Bericksichtigung der Ergebnisse, die mittels
beider massenspektrometrischen Methoden erhalten wurden, handelte es sich bei

Substanz 2 somit mit hoher Wahrscheinlichkeit tatsachlich um AM-1220.

98,0965
100

50
112,1120 -271,0986 Da (C15H;oNO)

155,0486 I

Relative Intensitat [%]

58,0650 70,0652 M+ HI*
I l 127,0541 286,1220 383,2106
. - | .

50 150 250 350 m/z

Abbildung 14 Hochaufgel6stes LC/ESI-MS/MS-Spektrum von Substanz 2.

Wie erwartet konnte nach GC/MS-Analyse im TIC von Substanz 3 ebenfalls ein intensiver
Peak bei 16,94 min beobachtet werden. Uberraschenderweise wies das zugehérige EI-MS-
Spektrum jedoch - im Gegensatz zu jenen von Substanz 2 und des Gemisches aus 2 und 3 —
zahlreiche, zum Teil sehr intensive Fragmente auf: m/z (% relative Intensitat) 127 (100), 84
(86), 57 (86), 382 (73), 98 (54), 155 (53), 184 (44), 170 (34), 70 (23), 112 (23), 324 (17), 227
(12), 241 (12), 285 (12), 254 (10) und 144 (10) (Abbildung 15). In Analogie zum EI-MS-
Spektrum von 2, lieferten die Fragmente mit m/z 127 und 155 klare Hinweise auf das
Strukturelement einer Naphthoyl-Gruppe. Dariliber hinaus wies das diesmal prdsente

Fragment-lon mit m/z 144 auf eine Indoloyl-Gruppe hin.
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Abbildung 15 GC/EI-MS-Spektrum und postulierte Partialstruktur von Substanz 3. Der als ,R“ dargestellte
Molekdlteil stellt das nach Auswertung des Spektrums noch unbekannte Strukturelement dar.

Wie bereits bei 2 zeigte die Analytik mittels HR-MS ein protoniertes Molekiil-lon [M + H]" mit
m/z 383,2113 (Massengenauigkeit: 1,43 ppm), wodurch die Eingangshypothese, dass es sich
bei 2 und 3 um ein Gemisch zweier Isomere mit sehr dhnlichen physiko-chemischen
Eigenschaften handelt, bestatigt wurde. Das hochaufgeloste Fragmentspektrum von 3 zeigte
vor allem das prominente lon m/z112,1118 (C;H14N, Massengenauigkeit: 2,48 ppm), aus

dem weitere Strukturinformationen erhalten werden konnten (Abbildung 16).
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Abbildung 16 Hochaufgelostes LC/ESI-MS/MS-Spektrum von Substanz 3.

Dieses lon liel} sich, wie bereits zuvor bei Substanz 2, als Folge einer Abspaltung der
Naphthylindoloyl-Struktur als Neutralteilchen (271,0995 Da, Ci9H13NO) formulieren. Somit
wies die massenspektrometrische Charakterisierung von 2 und 3 auf dieses gemeinsame
Strukturelement hin. Da die GC/EI-MS- und LC/ESI-MS/MS-Spektren zudem auf das Vorliegen
einer Naphthylindoloyl-Struktur hindeuteten, musste davon ausgegangen werden, dass der

Strukturunterschied beider Substanzen im heterozyklischen Substituenten lokalisiert ist.
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1.3.2 Strukturelle Charakterisierung mittels NMR

Die Auswertung der ein- und zweidimensionalen NMR-Experimente bestdtigte, dass es sich
bei Substanz 2 tatsdchlich um AM-1220 handelte. Substanz 3 stellte sich als dessen
Konstitutionsisomer 1-(N-Methylazepan-3-yl)-3-(1-naphthoyl)indol heraus, das anstelle des
methylierten Piperidin- einen methylierten Azepansubstituenten aufweist. Selektive 'D-
TOCSY-Experimente wiesen erneut auf drei individuelle Spinsysteme hin. Die 3-
Naphthoylindolstruktur beider Substanzen konnte anhand der charakteristischen Signale im
Bereich der aromatischen sowie der Carbonyl-Region innerhalb der *H-Spektren bestitigt
werden. Die Substituenten am Indolstickstoff stellten jeweils ein Spinsystem, bestehend aus

sechs Kohlenstoffatomen mit einer Methin-, flinf Methylen- sowie einer Methyl-Gruppe, dar.

Im H-Spektrum von AM-1220 sind bei 4,55 bzw. 3,87 ppm zwei Dubletts eines Dubletts zu
erkennen, die den jeweils diastereotopen Protonen H-1" zugeordnet werden kdnnen. Das
vicinal koppelnde Proton H-2" hat auf Grund seiner direkten Ndhe zu den beiden
Stickstoffatomen eine chemischen Verschiebung von 2,4 ppm, wodurch die Verknipfung
zwischen dem Indol- und dem 1-Methylpiperidin-2-yl-Substituenten liber eine Methylgruppe

bewiesen wird.

Das Konstitutionsisomer 3 weist eine an den Indolstickstoff gebundene Methingruppe auf,
die zwei Methylengruppen in Nachbarschaft besitzt. Auf Grund der hoheren chemischen
Verschiebung ist eine dieser Methylengruppen an den Stickstoff des tertidaren Amins

gebunden, wodurch die Azepan-3-yl-Struktur bewiesen wird.

Die 'H- sowie 1E’C—NI\/IR—Spektren beider Substanzen sind in Abbildung 17 bzw. Abbildung 18

aufgefiihrt. Die 'H- sowie *C-NMR-Daten sind in Tabelle VIl im Anhang zusammengefasst.
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Abbildung 17 'H- (a, aufgenommen bei 400 MHz) sowie “C-NMR-Spektrum (b, aufgenommen bei 100,6 MHz)
von AM-1220 (2) in CDCl; bei Raumtemperatur. Die einzelnen Signale sind der aufgefihrten Strukturformel
entsprechend nummeriert. LM: Losungsmittelreste (Ethanol, 6 =1,27 bis 1,32 ppm und 6=3,74 ppm;
Chloroform, 6 = 7,28 ppm). Die chemischen Verschiebungen und Kopplungskonstanten sind in Tabelle VII im

Anhang aufgefiihrt.
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Abbildung 18 'H- (a, aufgenommen bei 400 MHz) sowie “C-NMR-Spektrum (b, aufgenommen bei 100,6 MHz)
des Azepanisomers von AM-1220 (3) in CDCl; bei Raumtemperatur. Die einzelnen Signale sind der aufgefiihrten
Strukturformel entsprechend nummeriert. LM: Losungsmittelreste (Ethanol, 6 = 3,74 ppm; Chloroform, § = 7,28
ppm). Die chemischen Verschiebungen und Kopplungskonstanten sind in Tabelle VIl im Anhang aufgefiihrt.
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1.3.3 Beurteilung von AM-1220 und dessen Azepan-Isomer im forensisch-
toxikologischen Kontext

Im Gegensatz zu AB-001 war AM-1220 zum Zeitpunkt seiner Identifizierung bereits in
der wissenschaftlichen Literatur beschrieben worden. So charakterisierten zahlreiche
Gruppen AM-1220 in vitro Assays als Substanz mit sowohl hoher CB;-Bindungsaffinitat als

t[2% 31, 38,79, 80 |n in vivo Studien mit Ratten

auch hoher cannabimimetischer Wirksamkei
ermittelten Jdrbe et al. fur racemisches AM-1220 dartber hinaus eine 8-fach hohere
cannabimimetische Aktivitat als THC®Y. Fir das Azepan-lsomer von AM-1220 sind in der

wissenschaftlichen Literatur keine pharmakologisch-toxikologischen Daten verfiigbar.

Da AM-1220 in groBen Mengen Uber mehrere Internethandelsplattformen zum Kauf
angeboten wurde, war es wenig Gberraschend, dass die Substanz im Mai 2011 —und somit
lediglich wenige Wochen nach seiner strukturellen Aufklarung—zum ersten Mal in einer
Rduchermischungen identifiziert werden konnte. Im Zuge des weiteren Produktmonitorings
wurde AM-1220 jedoch nur duRerst selten in Rduchermischungen vorgefunden (in 9 von 217
Produkten, 4 %). Die Untersuchung dieser Produkte lieferte in allen dieser Fille ein EI-MS-
Spektrum, das dem Mischspektrum aus AM-1220 und dessen Azepan-lsomer entsprach
(Abbildung 12). Aus diesem Grunde wurden alle neun Produkte ebenfalls mittels DC
analysiert, um die gleichzeitige Prasenz des Azepan-lsomers zu ermitteln. Interessanterweise

enthielten alle dieser Produkte beide Substanzen.

Analog zur seltenen Prdsenz in Rauchermischungen konnte AM-1220 wahrend der
praktischen Arbeiten trotz seiner zweifelsfrei hohen cannabimimetischen Aktivitat ebenfalls
nur in absoluten Einzelfillen in Serumproben nachgewiesen werden®. Ungeachtet dessen
empfahl der Sachverstandigenausschuss fliir BtM im Sommer des Jahres 2012 die

Unterstellung beider Substa nzen'®?,

1.3.4 Unterschiede in den EI-Fragmentierungsmustern von AM-1220 und dessen
Azepan-Isomer

Wie oben beschrieben, weisen die EI-MS-Spektren von AM-1220 und dessen Azepan-

Isomer signifikante Unterschiede auf. Das EI-MS-Spektrum von AM-1220 wird vor allem

* AM-1220 und sein Azepan-lsomer waren mit der verwendeten LC/MS/MS-Methode nicht differenzierbar. Flr
eine detaillierte Erlauterung sei an dieser Stelle auf Kapitel 2.4 im Ergebnisteil verwiesen.
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durch das prominente Fragment-lon m/z 98 sowie dem nur duRerst schwachen Molekiil-lon
m/z 382 charakterisiert (Abbildung 13). Das EI-MS-Spektrum seines Azepan-lsomers weist
hingegen zahlreiche intensive Fragment-lonen auf, u.a. ein prominentes Molekil-lon
m/z 382 (Abbildung 15). Im Falle von AM-1220 wird das intensive Fragment-lon m/z 98 mit
hoher Wahrscheinlichkeit infolge der Abspaltung des N-Methylpiperidin-Restes via a-
Spaltung gebildet, wodurch ein energetisch begiinstigtes — und somit favorisiertes —
zyklisches Immonium-lon entsteht. Betrachtet man die Struktur des Azepan-Isomers, so ist zu
erkennen, dass eine a-Spaltung nicht direkt zur Abspaltung dieses zyklischen Immonium-lons
fihren kann. Stattdessen entsteht als Folge der durch a-Spaltung induzierten Ringoffnung
des Heterozyklus vermutlich das offenkettige Immonium-Molekil-lon mit m/z 382. Dieses
lon kann anschlieBend weiter fragmentieren, was zur Entstehung jener zahlreichen

Fragment-lonen flhrt, die das EI-MS-Spektrum des Azepan-Isomers charakterisieren.

1.3.5 Postulierter Reaktionsmechanismus zur Bildung des Azepan-Isomers

Auf Grund der Tatsache, dass in allen Produkten, in denen AM-1220 identifiziert
werden konnte, ebenfalls dessen Azepan-lsomer nachzuweisen war, lieR sich darauf
schlieBen, dass das Gemisch beider Substanzen wahrend der Synthese von AM-1220
erhalten wird. Laut DAmbra et al. und Willis et al.® 2% wird die Synthese von AM-1220
zunachst mit der Reaktion von Indol und dem heterozyklischen Edukt, das eine geeignete
Abgangsgruppe an C-2 tragt (z. B. 2-(Chlormethyl)-1-methylpiperidin), gestartet. Das dabei
entstehende Intermediat 1-[(1-Methylpiperidin-2-yl)methyl]-1H-indol wird anschlieBend im
Rahmen einer Friedel-Crafts-Acylierung mittels Naphthoylchlorid zu AM-1220 umgesetzt
(Abbildung 19, a). Beim ersten Syntheseschritt kann jedoch ebenfalls ein bizyklisches Kation
formuliert werden, das infolge einer intramolekularen nukleophilen Reaktion entsteht.
Dieses Kation kann nun auf zwei unterschiedlichen Wegen mit Indol reagieren: Der
nukleophile Angriff des Indolstickstoffes an der Methylenfunktion des trizyklischen Ringes
stellt die urspringliche N-Methylpiperidin-Gruppe wieder her und fihrt somit zur
Entstehung des 1-[(1-Methylpiperidin-2-yl)methyl]-1H-indol Intermediates (Abbildung 19, b).
Alternativ wirde der Angriff der Methingruppe jedoch (iber eine Ringerweiterung zur
Bildung eines zweiten Intermediates 1-(1-Methylazepan-3-yl)-methyl]-1H-indol (Abbildung

19, c) fihren. Beide Spezies konnen nun eine Friedel-Crafts-Acylierung eingehen und auf



28 Ergebnisse und Diskussion

diese Weise einerseits zu AM-1220 und andererseits zu dessen Azepan-lsomer 1-(N-

Methylazepan-3-yl)-3-(1-naphthoyl)indol (3) flihren.

e
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Abbildung 19 Postulierter Reaktionsmechanismus zur Bildung von AM-1220 (2) und dessen Azepan-Isomer (3).
Flr eine detaillierte Erlauterung siehe obere Textpassage.

D’Ambra et al.®" konnten zeigen, dass die Einfuhrung des N-Methylpiperidin-Substituenten
in das Aminoalkylindol-Grundgerist zu einer Steigerung der CB;-Bindungsaffinitat fiihrt. Aus
diesem Grund war damit zu rechnen, dass nach AM-1220 weitere derartig substituierte
Cannabimimetika in Rauchermischungen auftreten wiirden. Dies bewahrheitete sich mit der
Identifizierung von Cannabipiperidiethanon[ss' 8l AM-12488" AM-2233¢7 84871 sowie AB-
00528, Solange bei diesen Substanzen die Verknipfung des N-Methylpiperidin-Ringes mit
dem Indolstickstoff (iber den oben beschriebenen Syntheseweg realisiert werden wiirde,
musste ferner davon ausgegangen werden, dass sie ebenfalls im Gemisch mit ihren Azepan-
substituierten Isomeren vorliegen sollten. Dies wurde spater fiir AB-005% und AM-2233#"

entsprechend beschrieben.

1.4 Ergebnisse des Produktmonitorings und Marktentwicklung wiahrend des
Beobachtungszeitraumes

Die Ergebnisse der fast 400 Rauchermischungen, die im Zeitraum zwischen Marz 2010

bis Dezember 2012 qualitativ untersucht wurden, sind im Anhang in Tabelle V aufgefihrt. Die
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chemischen Strukturen aller laut der wissenschaftlichen Literatur weltweit bis zum August
des Jahres 2013 in Rduchermischungen vorgefundenen synthetischen Cannabinoide sind in

Tabelle I im Anhang dargestellt.

Wahrend des Beobachtungszeitraumes konnten in den Produkten insgesamt 30 verschiedene
synthetische Cannabinoide nachgewiesen werden, wobei vereinzelt sogar bis zu 8
verschiedene Substanzen nebeneinander in einem Produkt vorgefunden wurden (RMO083).
Insgesamt betrachtet, wurden fast ausschlielRlich Substanzen vom Alkylindol-Typ bzw. davon
abgeleitete Derivate identifiziert. Wie zuvor von Dresen et al. flr die zweite Halfte des Jahres
2009 beobachtet®, wurden Cyclohexylphenole auch wahrend des dreijahrigen
Beobachtungszeitraumes nur in absoluten Einzelfdllen in den untersuchten Produkten

vorgefunden.

Zu Beginn der Untersuchungen wurden zunachst die Substanzen JWH-081 und JWH-250
verstarkt aufgefunden, woraufhin der Sachverstandigenausschuss fir BtM am 03.05.2010
u. a. letzteres zur Unterstellung empfahl[gol. Bemerkenswerterweise konnten nur wenige
Wochen nach dieser Empfehlung mit AM-694, JWH-122 sowie JWH-210 neue
Cannabimimetika in Rauchermischungen identifiziert werden. Nahezu zeitgleich wurden
ebenfalls vereinzelt die neuen Substanzen AB-001, RCS-4 sowie dessen ortho Isomer in

Produkten vorgefunden.

Am 06.12.2010 erweiterte der Expertenausschuss seine Empfehlung mit JWH-015, JWH-081
und JWH-122 auf fiinf Substanzen®, worauf nur wenige Wochen spater mit JWH-251 und
JWH-203 zwei neue Ersatzstoffe in Rauchermischungen nachgewiesen werden konnten. Mit
hoher Wahrscheinlichkeit trat dies als Reaktion auf die vorangegangene Empfehlung auf, da
in Anbetracht der oben erwdhnten Unterstellungen vom Januar 2009 bzw. Januar 2010

ebenfalls im Januar 2011 mit einer erneuten Anderung des BtMG gerechnet werden musste.

Nur wenige Wochen vor der nachsten Erweiterung der Unterstellungsempfehlung auf
nunmehr insgesamt 12 Substanzen[gzl, darunter u. a. das bis dato weit verbreitete JWH-210,
wurden mit AM-2201 und dessen 4-Methylnaphthyl-Derivat MAM-2201 abermals neue
synthetische Cannabinoide in Rdauchermischungen identifiziert. Vor allem die Prdasenz von
AM-2201 nahm spatestens zu Beginn des Jahres 2012 stark zu, wobei die Haufigkeit von
JWH-210 und JWH-203 gleichzeitig zuriickging. In diesem Zeitraum wurde ferner eine

Vielzahl neuer Substanzen aufgefunden, darunter JWH-307, UR-144, dessen an der
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Pentylkette terminal fluoriertes Analogon XLR-11 sowie APICA und AKB48. Dies fiihrte am
11.07.2012 zu einer erneuten Erweiterung der Unterstellungsempfehlung auf 19

Cannabimimetika®?.

Am 26.07.2012 unterstellte der Gesetzgeber erneut eine Vielzahl der empfohlenen
synthetischen Cannabinoide dem BtMG (siehe Tabelle IIl im Anhang)[sg]. AM-2201 und MAM-
2201 sowie zahlreiche der erst kiirzlich zuvor zum ersten Mal identifizierten Substanzen (z. B.
JWH-307, APICA, AKB48, UR-144 und XLR-11) wurden dabei allerdings nicht beriicksichtigt.
Somit war es nicht besonders Uberraschend, dass vor allem die beiden letztgenannten
Substanzen zum Ende des Untersuchungszeitraumes hin vermehrt in Raduchermischungen

auftraten.

Hierauf reagierte der Gesetzgeber erneut, indem er mit der bisher letzten Anderung der
betdaubungsmittelrechtlichen Vorschriften vom 16.07.2013 nun zahlreiche dieser Substanzen
dem BtMG unterstellte (siehe Tabelle Il im Anhang)[ggl, wodurch nunmehr insgesamt 31
synthetische Cannabinoide in der Anlage Il des BtMG aufgefiihrt sind. Wie erwartet reagierte
der Markt jedoch auch auf diesen Schritt, was die Identifizierung des strukturell neuartigen

Cannabimimetikums PB-22-5F im Sommer 2013 eindricklich zeigt[94].

1.5 Schlussfolgerungen

Wie oben gezeigt, ergaben sich umfangreiche Verschiebungen des
Substanzspektrums wahrend des Untersuchungszeitraums vor allem nachdem der
Gesetzgeber die Unterstellung weiterer Cannabimimetika unter das BtMG entweder
ankiindigte oder letztlich umsetzte. Dies legt zumindest die Vermutung nahe, dass die
schrittweise Unterstellung von Einzelstoffen unter das BtMG die Markteinfihrung neuer
Cannabimimetika anstof3t. Die enorme Dynamik, mit der neue Substanzen auftreten, zeigt
eindrucklich, dass die Produzenten von Rduchermischungen stets in der Lage sind, auf
rechtliche Schritte des Gesetzgebers zu reagieren, indem sie kontinuierlich neue synthetische
Cannabinoide auf dem Drogenmarkt einfliihren. Hierbei ist besonders auffillig, dass es sich
bei den ersten in Rauchermischungen identifizierten synthetischen Cannabinoiden
ausschlieBlich um Substanzen handelte, die im Hinblick auf ihre hohe CBi-Bindungsaffinitat
bereits in der wissenschaftlichen Literatur beschrieben wurden. Hierunter zdhlen im

Besonderen Alkylindole, die entweder durch einen Naphthoyl-, Benzoyl- oder
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Phenylacetylsubstituenten charakterisiert sind (z. B. JWH-018, AM-694 oder JWH-250).
Typische Vertreter hierfiir sind ebenfalls Substanzen mit zuséatzlichen Substitutionsmustern
wie Alkylierungen und Methoxylierungen des Naphthylsystems, Halogenierungen des
Phenylrings sowie Modifikationen des N-Alkylsubstituenten (z. B. JWH-122 und JWH-081,
JWH-203 oder AM-2201). Durch Kombination der wichtigsten Pharmakophore mit
verschiedenen Substituenten ergeben sich somit nahezu unzdhlige Moglichkeiten neue
synthetische Cannabinoide zu kreieren. Dadurch ergeben sich insbesondere Substanzen, die
noch nicht in wissenschaftlichen Arbeiten beschrieben worden und zu denen folglich auch
keine pharmakologischen Daten verfligbar sind. Beispielhaft fiir ein solches ,Hybrid” ist u. a.
das von Moosmann et al. im Jahr 2011 beschriebene MAM-2201, das entweder als 4-
Methylnaphthyl-Derivat von AM-2201 oder als pentylfluoriertes Analogon von JWH-122
angesehen werden kann'””!. Wie an den Substanzen AKB48 sowie APICA ersichtlich, fuhrte
der Austausch des Indol- gegen ein Indazolsystem oder die Insertion einer
Carboxamidpartialstruktur dagegen zu vollig neuen Verbindungen. Diese ausgesprochen
groRe strukturelle Vielfalt ermoglicht es den Produzenten dieser Substanzen,
strafverfolgenden Instanzen mehrere Schritte voraus zu sein. Im Rahmen der taglichen
Fallarbeit entstehen somit zunehmend analytische Herausforderungen bei der Identifizierung
neuartiger synthetischer Cannabinoide. So zeigt das Beispiel von AM-1220 und dessen
Azepan Isomer, dass der alleinige Abgleich von GC/EI-MS-Spektren und Retentionsindizes
mittlerweile nicht mehr in jedem Fall zur Substanzidentifizierung ausreicht. Vielmehr kann es
zur Unterscheidung von Stellungsisomeren oder isobaren Verbindungen notwendig sein,
zusatzliche analytische Verfahren wie IR-Spektroskopie, NMR oder
Produktionenspektrometrie einzusetzen. Schwierigkeiten kdnnen auch nebeneinander
vorliegende Isomere bereiten, die gaschromatographisch nicht getrennt werden und so bei
der GC/MS-Untersuchung zu Mischspektren fiihren. Solche Isomere miissen zur eindeutigen
Identifizierung gegebenenfalls mittels DC oder praparativer HPLC bzw. Flash-
Chromatographie voneinander getrennt werden. Darliber hinaus erhoht sich durch die
unzahligen Moglichkeiten neue Ersatzstoffe zu synthetisieren die Wahrscheinlichkeit, dass

toxische Haupt- oder Nebenprodukte auftreten.
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2 Nachweis synthetischer Cannabinoide in humanen Serumproben
21 Einleitende Vorbetrachtungen

Gaschromatographie-Massenspektrometrie mit ElektronenstoRionisation (GC/EI-MS)
sowie Hochleistungsflissigkeitschromatographie-Tandemmassenspektrometrie mit
Elektrospray-lonisation (LC/ESI-MS/MS) sind die im Bereich der klinischen und forensischen
Analytik am héaufigsten verwendeten Verfahren fiir einen sensitiven Nachweis von
kdrperfremden Substanzen. Welches der beiden Verfahren idealerweise zur Anwendung
kommen sollte, hangt jeweils von der chemischen Struktur der Zielanalyten ab. Der Einsatz
von GC/MS ist im Allgemeinen auf wenig polare, leicht verdampfbare sowie thermostabile
Substanzen beschrankt, wobei gegensatzliche Eigenschaften durch die Derivatisierung
polarer funktioneller Gruppen (z. B. Silylierung oder Acetylierung) ggf. umgangen werden
kénnen. Fiir den Nachweis mittels LC/ESI-MS/MS sind demgegeniber insbesondere polare
bzw. leicht ionisierbare Substanzen zuganglich, wodurch sich eine gréRBere Anwendungsbreite

far die LC/ESI-MS/MS-Analytik ergibt.

Berlicksichtigt man die chemische Struktur der beiden Hauptklassen der bis zum Beginn der
praktischen Arbeiten in Rauchermischungen identifizierten synthetischen Cannabinoide,
ergeben sich somit fiir Cyclohexylphenole und Alkylindole jeweils unterschiedliche
Nachweismoglichkeiten. Wahrend flir die Substanzen vom Cyclohexylphenol-Typ die
Moglichkeit eines empfindlichen Nachweises sowohl mit GC/MS nach Derivatisierung als
auch mit LC/ESI-MS/MS besteht, kommt fir die Vertreter der Alkylindole hingegen nur
letzteres in Betracht. Dabei muss berlicksichtigt werden, dass fiir beide Substanzklassen auf
Grund ihrer unterschiedlichen funktionellen Gruppen eine gegensatzliche Polaritdt der
Hochspannung wahrend des ESI-Prozesses erforderlich ist>. Da die synthetischen
Cannabinoide vom Cyclohexylphenol-Typ zu Beginn der praktischen Arbeiten nur noch in
seltenen Féllen in Rdauchermischungen identifiziert wurden (siehe Kapitel 1.4 in diesem
Abschnitt), kam somit nur die Entwicklung einer LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis der

den Markt dominierenden Alkylindole in Betracht.

> Cyclohexylphenole lassen sich auf Grund ihres phenolischen Charakters empfindlicher bei negativer ESI-
Polaritat ionisieren. Alkylindole sind wegen ihres basischen Charakters stattdessen besser bei positiver ESI-
Polaritat ionisierbar.
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2.2 Entwicklung der verwendeten LC/ESI-MS/MS-Methode(n)

Auf Grund der Tatsche, dass zu Beginn des Jahres 2010 lediglich eine verhaltnismaRig
geringe Anzahl verschiedener Alkylindole in Rauchermischungen aufgetreten war, wurden zu
Beginn der Methodenentwicklung zundchst 10 synthetische Cannabinoide in das

Analytspektrum der LC/ESI-MS/MS-Methode aufgenommen (siehe Abbildung 20).

/ R! R2 R3 R! R? R3 \
JWH-015 CH, CH; H JWH-073 C,H, H H
JWH-018 CsHyy H H JWH-081 CsHyy H  OCH,
JWH-019 CeHys H } o

JWH-200 2 morp?}c})lr 4-yl H

KJWH-OZO CoHis H H thy!

[o]
, |
9
)
0
JWH-250 Methanandamid WIN 55,212-2

Abbildung 20 Synthetische Cannabinoide, die zu Beginn der Entwicklung und ersten Validierung der LC/ESI-
MS/MS-Methode in deren Analytspektrum aufgenommen wurden.

Nach Testung verschiedener analytischer Sdulen sowie mobiler Phasen fiel die Wahl auf eine
Séule des Typs Luna Phenyl-Hexyl der Firma Phenomenex (50 x 2 mm, 5 um) und ein binares
Laufmittelsystem bestehend aus 0,2 % Ameisensdure mit 2 mM Ammoniumformiat in
Wasser (Laufmittel A;) sowie Methanol, wodurch die Zielanalyten hinreichend
chromatographisch getrennt werden konnten. Alle Analyten und internen Standards (ISTDs)
wurden folgend hinsichtlich ihrer optimalen massenspektrometrischen Parameter® durch
Direktinfusion in das Massenspektrometer optimiert, um eine maximale
Nachweisempfindlichkeit zu gewahrleisten. Fir die Extraktion der Analyten wurde eine
einfache und kostengilinstige fllssig-flissig-Extraktion mittels eines Gemisches aus n-
Hexan/Ethylacetat (9:1, V/V) ausgewahlt. Die LC/ESI-MS/MS-Methode wurde im Anschluss

entsprechend der Richtlinien der Gesellschaft fiir Forensische und Toxikologische Chemie

6 Optimiert wurden die Parameter Declustering Potential (DP), Entrance Potential (EP), Collision Energy (CE) und
Collision Cell Exit Potential (CXP).
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(GTFCh) validiert®!. Fir weitere Informationen zu dieser Arbeit sei an dieser Stelle auf die

Publikation von Dresen et al.®® verwiesen.

Da bereits kurze Zeit nach erfolgreicher Validierung dieser Methode eine hohe Anzahl neuer
synthetischer Cannabinoide in Rauchermischungen identifiziert werden konnte (u. a. JWH-
122, JWH-210 und AM-694, Vgl. Kapitel 1.4 im Ergebnisteil), musste das Substanzspektrum
der Methode an die gegenwartige Marktsituation angepasst und somit deutlich erweitert
werden. Im Zuge dieser Erweiterung auf 30 Substanzen (siehe Abbildung 21) konnten
ebenfalls weitere isotopenmarkierte Derivate, die sukzessive kommerziell verfiigbar
geworden waren, als ISTDs eingesetzt werden (z. B. Ds-JWH-081, Dg-JWH-122 und Dg-JWH-
210). Ebenfalls wurden leichte Anderungen bei der Probenaufarbeitung vorgenommen’,
wahrend die chromatographischen Bedingungen beibehalten wurden. Die somit stark
erweiterte Methode wurde anschlieBend revalidiert. Die dabei erhaltenen Ergebnisse sollen

im Folgenden naher beschriebenen werden.

” Der Boratpuffer (pH 9) wurde durch Carbonatpuffer (pH 10) ersetzt. Der Volumenanteil von n-Hexan wurde
von 9:1 auf 99:1 (V/V) erhoht.
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Abbildung 21 Synthetische Cannabinoide, die im Rahmen der ersten Erweiterung und zweiten Validierung der
LC/ESI-MS/MS-Methode zu deren Analytspektrum hinzugefiigt wurden. (a) Naphthoylindole, (b)
Phenylacetylindole, (c) Benzoylindole.

2.3 Validierungsergebnisse

Der Ubersichtlichkeit halber sind in diesem Kapitel nur die Kernergebnisse der
Methodenvalidierung zusammengefasst. Die einzelnen Messergebnisse sind den jeweils

referenzierten Tabellen im Anhang zu entnehmen.

Um mogliche Interferenzen mit endogenen Substanzen oder Reagenzien und Materialien, die
zur Probenaufarbeitung verwendet wurden, zu ermitteln, wurden sechs Matrixleerproben
von verschiedenen Spendern ohne Zusatz von Analyten oder ISTDs untersucht. Um auf
etwaige Anteile undeuterierter Substanzen im ISTD-Gemisch zu prifen, wurden zusatzlich
zwei Matrixleerproben mit dem ISTD-Gemisch versetzt und analysiert. Darlber hinaus

wurden Leerproben mit gangigen Drogen (Benzodiazepine, Amphetamin und Amphetamin-
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Derivate, Designer-Stimulanzien, natirliche Cannabinoide, Opiode und Kokain) aufdotiert,
extrahiert und analysiert. Bei Analyse dieser Proben traten keine chromatographischen
Interferenzen (Storpeaks) auf den lonenspuren der Analyten zur jeweiligen Retentionszeit

auf.

Die Prifung auf Linearitdt durch Analyse von sechs Kalibrationen Uber die
substanzspefizischen Kalibrationsbereiche zeigte, dass mit Ausnahme von AB-001, CRA-13
und des ortho Isomers von RCS-4 fiir alle der 30 Analyten ein proportionaler Zusammenhang
zwischen Konzentration und Messsignal besteht (Korrelationskoeffizienten >0,993). Somit
kdnnen 27 der erfassten Analyten quantitativ mit der Nachweismethode bestimmt werden,
wobei zur Erfillung der Varianzhomogenitat eine 1/x-Wichtung der Kalibration

vorgenommen werden muss (siehe Tabelle VIl im Anhang).

FUr Analyten, die mit der LC/ESI-MS/MS-Methode quantitativ analysiert werden kdnnen,
wurde die Nachweis- (limit of detection, LOD) sowie die Bestimmungsgrenze (lower limit of
quantification, LLOQ) statistisch gemaR DIN 32645 berechnet. Hierfir wurden 10
dquidistante Kalibratoren mit aufsteigenden Konzentrationen in direkter N&he zur
erwarteten Nachweisgrenze hergestellt und analysiert. Die Konzentration des héchsten zur
statistischen Berechnung des LOD und LLOQ verwendeten Kalibrators durfte dabei das 10-
fache des letztendlich berechneten Wertes nicht (bersteigen. Fir Analyten, die nicht
quantitativ analysiert werden kdénnen, wurde die Nachweisgrenze anhand von Signal-zu-
Rausch-Verhaltnissen ermittelt. Hierflir wurden fiinf Leerproben von verschiedenen
Spendern auf die zu erwartende Nachweisgrenze aufdotiert und analysiert. Jene niedrigste
Konzentration, fiir die bei allen Proben sowohl fir das Qualifier- als auch fiir das Quantifier-
lon der betreffenden Analyten ein Signal-zu-Rausch-Verhaltnis von > 3 erreicht wurde, wurde
als LOD definiert. Fiir die analytischen Grenzen ergaben sich LOD-Werte zwischen 0,01 -2,0
ng/mL sowie LLOQ-Werte von 0,1-2,0 ng/mL, womit gezeigt werden konnte, dass die
entwickelte Methode zum hochempfindlichen Nachweis der Zielanalyten geeignet ist (siehe

Tabelle VIII im Anhang).

Zur Beurteilung der Richtigkeit und Imprazision (ausgedriickt als Bias) der Methode wurden
jeweils an acht verschiedenen Tagen Qualitdtskontrollen eines niedrigen sowie eines hohen
Konzentrationsniveaus in Doppeltbestimmung analysiert. Die Auswertung ergab Bias-Werte
von maximal + 8,4 % sowie eine maximale Imprazision von 5,8 %, was die Akzeptanzkriterien

der GTFCh erfiillte (siehe Tabelle IX im Anhang). Es konnte somit gezeigt werden, dass die
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Methode fur jene Analyten, fiir die eine ausreichende Linearitat gegeben war, ebenfalls eine
priazise und genaue Konzentrationsbestimmung innerhalb ihres jeweiligen

Kalibrationsbereiches ermdéglicht.

Nach der Methode von Matuszewski et al. kann eine LC/MS(/MS)-Methode durch Analyse
von verschiedenen Probensets im Hinblick auf Matrixeffekte, Extraktions- sowie

71 Die Proben fiir Set1 bestehen hierbei aus

Prozessausbeuten charakterisiert werden
Analyt in Laufmittel. Die Proben von Set2 werden erhalten, indem der Extrakt einer
Matrixleerprobe mit dem Analyten aufdotiert wird. Dotiert man eine Matrixleerprobe mit
dem Analyten auf und unterzieht sie einer kompletten Probenaufarbeitung erhalt man Set 3.
Nach Analyse der einzelnen Sets auf zwei verschiedenen Konzentrationsniveaus kénnen
durch Vergleich der erhaltenen absoluten Peakflachen Riickschliisse auf (1) den Einfluss co-
eluierender Matrix, (2) der Extraktionseffizienz sowie (3) der Prozesseffizienz gezogen
werden. Alle Sets miissen hierbei mit Matrixleerproben von mindestens fiinf verschiedenen
Spendern hergestellt und untersucht werden, um eine ausreichend unterschiedliche
Variabilitdt der Matrixbeschaffenheit zu gewahrleisten. Die Priifung auf Matrixeffekte wies
auf deutliche Einflisse co-eluierender Matrixkomponenten auf die lonisation der
Zielanalyten hin (siehe Tabelle X und Tabelle XI im Anhang). Bei den hydrophileren Analyten
(z. B. JWH-200, WIN 48,098, AM-1220 und AM-2233) dulRerste sich dies zum Teil in einer
leichten Verstarkung des lonensignals (lon Enhancement). Demgegeniber unterlagen im
Besonderen die hochlipophilen Analyten (z. B. JWH-210, JWH-387, JWH-398 und CRA-13)
einer starken Unterdriickung ihres Signals (lon Suppression). Sowohl lon Enhancement als
auch lon Suppression kdnnen zu Ungenauigkeiten bei der Quantifizierung fiihren, insofern
die Signale des betreffenden Analyten und dessen zugewiesenem ISTD in stark
unterschiedlichem AusmaR von co-eluierenden Matrixbestandteilen beeinflusst werden. Das
Ausmal der lonensuppression Uberschritt fiir einzelne Analyten die Akzeptanzkriterien der
GTFCh, so dass durch eine zweite Betrachtung der Ergebnisse gezeigt werden musste, dass
hierdurch die Genauigkeit der Quantifizierung nicht signifikant beeintrachtigt wird. Zu
diesem Zweck wurde ein Vergleich der relativen Peakflichen® durchgefiihrt. Es zeigte sich,
dass der jeweilig zugewiesene ISTD den Einfluss der matrixbedingten Anderung des

lonensignals reproduzierbar ausgleichen konnte (RSD<5,0%) und somit eine prazise

® Verhiltnis aus Peakfliche des Analyten/Peakflache des zugewiesenen ISTD.
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quantitative Bestimmung der Substanzen gewahrleistet war. Die Extraktions- und
Prozessausbeuten ergaben sich zu 6,0-56 % (RSD 2,5-42 %) bzw. 1,0—63 % (RSD 2,9 -
32 %), wodurch gezeigt wurde, dass sich die verwendete Extraktionsmethode mit Ausnahme

von CRA-13 sowie Methanandamid zur Extraktion der Analyten eignete.

Die Bestimmung der Stabilitat aufgearbeiteter Proben im Autosampler bei 10 °C zeigte keine
signifikante Abnahme der Peakflachen der Analyten und ISTDs Uber einen Zeitraum von 9
Stunden (Wiederfindungen 91 - 103 %, siehe Tabelle XIl im Anhang). Dies bewies, dass mit
der Methode problemlos groBe Probenserien analysiert werden konnten. Darliber hinaus
konnte gezeigt werden, dass die Stabilitdit der Analyten sowohl bei mehrmaligem
Einfrieren/Auftauen als auch bei Langzeitlagerung der Proben bei —20 °C Uber 14 Tage
gegeben ist (Wiederfindungen 94 — 111 %, RSD < 5,3 %, siehe Tabelle XIIl im Anhang). Bei der
Reanalyse einzelner Proben musste demnach nicht mit einer instabilitatsbedingten Abnahme

der Analytkonzentrationen gerechnet werden.

Die Prifung auf carry-over nach Injektion einer Leerprobe, die zuvor auf das 50-fache des
hochsten Kalibranten aufdotiert wurde, zeigte keine Analytsignale in den darauffolgend
analysierten Leerproben, so dass auch bei der Analyse von Proben mit duBerst hohen
Analytkonzentrationen keine Verschleppung der Analyten in die Folgeprobe(n) der

Analysenserie zu erwarten war.

2.4 Leistungsgrenzen der LC/ESI-MS/MS-Methode

Obwohl durch die Validierung gezeigt werden konnte, dass sich die Methode zu
einem prazisen und hochempfindlichen Nachweis der erfassten synthetischen Cannabinoide
in humanen Serumproben eignet, soll folgend kurz auf wichtige Leistungsgrenzen der

Methode hingewiesen werden.

Wahrend bei der Analyse der Matrixleerproben im Rahmen der Validierung keine
Interferenzen auf den lonenspuren der Analyten beobachtet wurden, traten jedoch spater im
Zuge der Routineanwendung in manchen authentischen Proben Stdrsignale auf beiden
lonenspuren und zur identischen Retentionszeit der Substanz MAM-2201 auf. Unter

Berucksichtigung der fur die Analytik mittels MS/MS-Methoden existierenden
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Identifizierungskriterien9 kann dies zu einer irrtimlichen lIdentifizierung des Storsignals
fihren. Wegen signifikant unterschiedlicher Qualifier/Quantifier-lonenverhéltnisse kam es in

diesen Fallen jedoch zu keiner falsch-positiven Identifizierung (siehe Abbildung 22).
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Abbildung 22 MAM-2201 Quantifier- und Qualifier-lonenspuren in einer positiven Probe mit nachgewiesenem
Analyten (links) sowie in einer negativen Probe mit Storsignalen (rechts). Auf Grund des zu geringen
lonenverhaltnisses kommt es bei Vorliegen der Stérsignale zu keiner falsch-positiven Identifizierung.

Eine weitere Limitation der Methode ist, dass es unter den gewahlten Bedingungen nicht
moglich ist die Substanzen AM-1220 und AM-2233 chromatographisch von ihren Azepan-
substituierten Analoga zu trennen. Angesichts dessen, dass die Substanzpaare auch jeweils
dieselben Quantifier- und Qualifier-lonenitibergdnge besitzen, war eine Unterscheidung der
jeweiligen Isomere mit der LC/ESI-MS/MS-Methode nicht moglich. Da im Zeitraum der
praktischen Arbeiten die Gesetzgebung jedoch keine rechtliche Unterscheidung der Isomere
vornahm, wurden folglich alle Signale auf den lonenspuren aus praktischen Griinden unter

den Hauptsubstanzen AM-1220 bzw. AM-2233 zusammengefasst.

2.5 Erneute Erweiterungen der LC/ESI-MS/MS-Methode

In Anbetracht dessen, dass gegen Ende der praktischen Arbeiten neue, noch nicht
von der Methode erfasste synthetische Cannabinoide in Rdauchermischungen identifiziert

oder als Feststoff sichergestellt wurden, musste das Substanzspektrum abermals sukzessive

° Es miissen folgende Kriterien zur Identifizierung eines Analyten erfillt sein: 1) Korrekte relative Retentionszeit
(Analyt/ISTD); 2) Signal-zu-Rausch-Verhiltnis von mindestens zwei lonenlbergingen > 3; 3) Flachenverhaltnis
zwischen den erfassten loneniibergingen muss dem substanzspezifischen Wert entsprechen (+ zulassiger,
experimentell bedingter Abweichungen).
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erweitert werden. Im Zuge dieser Erweiterungen wurden die Substanzen AKB48!®7 8 AKB4S-
5F%, AM-1248", AM-2232%7, APICA®” #¥ JWH-370, STS-135P%, UR-144[7 8% %% 1001 ynqg
XLR-11!%7 8 1001 so\ie die infolge einer thermisch induzierten Ringdffnung entstehenden
Isomere® %% 1% gar peiden letztgenannten Verbindungen in die Methode integriert (siehe
Abbildung 23). Da die erweiterte Methode nicht erneut revalidiert wurde, erfolgte der
Nachweis der neu aufgenommenen Substanzen - mit Ausnahme von Einzelfillen - lediglich

qualitativ.
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Abbildung 23 Synthetische Cannabinoide, die im Rahmen der zweiten Erweiterung der LC/ESI-MS/MS-Methode
zu deren Analytspektrum hinzugefiigt wurden.
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2.6 Anwendung der Serumanalytik in der forensisch- und Klinisch-
toxikologischen Fallarbeit

2.6.1 Einleitende Vorbetrachtungen

Die entwickelte LC/ESI-MS/MS-Methode wurde in dem von Februar 2010 bis Ende
Dezember 2012 im Rahmen der taglichen Fallarbeit im Institut fir Rechtsmedizin Freiburg
angewendet. Analysiert wurden insgesamt 3368 Fille, u.a. aus den folgenden

Anwendungsbereichen:

e klinische Notfalle nach Konsum von synthetischen Cannabinoiden

¢ StralRenverkehrsdelikte

e Abstinenzkontrolle in Therapieeinrichtungen (insbesondere bei Unterbringung gemal

§63 oder §64 StGB)

¢ Todesfalle mit unklarer Todesursache

In Abbildung 24 ist ein Ausschnitt aus dem extrahierten lonenchromatogramm einer
Serumprobe dargestellt, die im Rahmen der Routineanalytik positiv auf synthetische

Cannabinoide getestet wurde.
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Abbildung 24 Ausschnitt aus dem extrahierten lonenchromatogramm einer authentischen Serumprobe. Finf
synthetische Cannabinoide wurden nachgewiesen. (A;) AM-2201 1,2 ng/mL, (A,) JWH-018 0,10 ng/mL, (A;)
JWH-019 8,9 ng/mL, (A,) JWH-122 1,5 ng/mL, (As) JWH-210 18 ng/mL; (IS;) Ds-JWH-200, (IS,) D,-Flunitrazepam,
(IS3) D3-11-OH-THC, (IS,) D,~JWH-015, (ISs) Ds-JWH-250, (ISg) Dg-JWH-073, (IS;) D;;-JWH-018, (ISg) Dg-JWH-007,
(ISg) Dg-JWH-081, (1S15) Dg-JWH-122, (IS1;) Dg-JWH-210.

2.6.1.1 Qualitative und quantitative Betrachtungen

Tabelle 1 gibt eine Zusammenfassung der wdhrend des Anwendungszeitraumes
nachgewiesenen synthetischen Cannabinoide im Hinblick auf Nachweishdufigkeit und

charakteristische Serumkonzentrationen.

Tabelle 1 Ergebnisse von 894 Serumproben, die zwischen Februar 2010 und Dezember 2012 routinemaRig
unter Verwendung der entwickelten LC/ESI-MS/MS Methode positiv auf synthetische Cannabinoide analysiert
wurden. Angegeben sind Daten zur Nachweishdufigkeit sowie charakteristischen Serumkonzentrationen, die
wahrend des Anwendungszeitraumes festgestellt wurden.

Positive  Insgesamt |::l;fsl|gtl|(::r1 2 LoD 2 LoD Hochste Mediane
Analyt Proben Positive Proben <LLOQ <LLOQ Konzentration Konzentration
(n) [%] %] (n) [%] [ng/mL]* [ng/mL]
AB-001° 5 0,15 0,56 4 80 57 -
AKB48-5F° 3 0,09 0,34 - - - -
AM-1220 5 0,15 0,56 - - 2,5 1,1
AM-2201 84 2,5 9,4 14 17 61 0,37
AM-2232° 2 0,06 0,22 - - - -
AM-694 6 0,18 0,67 1 17 1,7 0,72
JWH-007 6 0,18 0,67 6 100 - -
JWH-015 11 0,33 1,2 9 82 0,58 0,44
JWH-018 139 4,1 16 69 50 15 0,42
JWH-019 20 0,59 2,2 1 5,0 11 0,40

JWH-073 28 0,83 3,1 13 46 7,1 0,25
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Positive  Insgesamt I::l;fs'ﬁll(:eltn LoD 2 LoD Hochste Mediane
Analyt Proben Positive Proben <LLOQ <LLOQ Konzentration Konzentration
(n) [%] %] (n) [%] [ng/mL]* [ng/mL]
JWH-081 267 7,9 30 21 7,9 84 0,87
JWH-122 415 12 46 57 14 700 0,62
JWH-200 38 1,1 4,3 6 16 36 1,0
JWH-203 18 0,53 2,0 0 0 6,0 0,62
JWH-210 447 13 50 8 1,8 880 1,1
JWH-250 128 3,8 14 24 19 27 0,97
JWH-251 1 0,03 0,11 1 100 - -
JWH-307 76 2,3 8,5 32 42 53 0,35
MAM-2201 22 0,65 2,5 7 32 14 1,5
RCS-4 24 0,71 2,7 2 8,3 8,3 0,21
UR-144° 7 0,21 0,78 1 6,3 57 0,21
UR-144" 9 0,27 1,0 - - - -
Il::r_:::t 16 0,48 1,8 - - - -
WIN 48,098 1 0,03 0,11 1 100 - -
XLR-11° 11 0,33 1,2 - - - -

* Serumkonzentrationen oberhalb des hochsten Kalibranten wurden extrapoliert oder nach Verdiinnung mit
mobiler Phase reinjiziert
a . . . .
semiquantitative Bestimmung
bqualitative Bestimmung

Hierbei ist deutlich zu erkennen, dass fiir den Grofteil der nachgewiesenen Substanzen
mediane Serumkonzentrationen von <1,1ng/mL erhalten wurden. Vergleichbare
Konzentrationen berichteten Kronstrand et al. in Vollblut nach Auswertung von 862
StraRenverkehrsdelikten, bei denen die zugehoérige Probe positiv auf synthetische
Cannabinoide getestet wurde. Die hierbei von den Autoren verwendete LC/ESI-MS/MS-
Methode erfasste mit 29 synthetischen Cannabinoiden ein umfangreiches und hochaktuelles
Substanzspektrum. Von den erfassten Substanzen wurden insgesamt 14 mindestens einmal

innerhalb des analysierten Probengutes vorgefunden[m”.

In Abbildung 25 ist die relative Nachweishadufigkeit ausgewahlter synthetischer Cannabinoide
in Serumproben im Zusammenhang mit dem Zeitpunkt ihres Nachweises dargestellt. Hierbei
fallt zunachst auf, dass die Ergebnisse weitestgehend der zeitlichen Verteilung der einzelnen
Substanzen in neu auf dem Drogenmarkt veroffentlichten Rauchermischungen entsprechen.
So konnten zu Beginn der praktischen Arbeiten zunachst nahezu ausschlielRlich die beiden
Substanzen JWH-081 und JWH-250 in Serumproben nachgewiesen werden (Abbildung 25a).

Nachdem der Sachverstandigenausschuss fir BtM ihre Unterstellung unter das BtMG
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empfohlen hattel®® *!

, hahm ihre Nachweishaufigkeit jedoch deutlich ab. Spatestens seit
Beginn des Jahres 2011 waren beide Substanzen - mit Ausnahme von Einzelfdllen — nicht

mehr in Blutproben prasent.
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Abbildung 25 Relative, quartalsbezogene Nachweishdufigkeit synthetischer Cannabinoide in positiven
Serumproben wahrend des Beobachtungszeitraumes (Anfang 2010 bis Ende 2012). In Klammern angegeben ist
jeweils die Anzahl der positiven Proben innerhalb des entsprechenden Quartals (Q).

Im Zuge dieser Entwicklung konnten die beiden potenteren Substanzen JWH-122 und JWH-
210 zum ersten Mal in Serumproben nachgewiesen werden. Wie in Abbildung 25a zu
erkennen ist, nahm deren relative Nachweishaufigkeit parallel zum Riickgang von JWH-081
und JWH-250 kontinuierlich zu. JWH-122 und JWH-210 stellten anschliefend die am
haufigsten in Blutproben detektierten synthetischen Cannabinoide dar, wobei vor allem
JWH-122 auch bis zum Ende des Betrachtungszeitraumes regelmaRig nachgewiesen werden
konnte. Die rechtlichen MaRnahmen des Gesetzgebers, die letztlich zur Unterstellung der
Substanz im Sommer 2012 fiihrten, hatten somit offensichtlich kaum Einfluss auf die

Nachweishaufigkeit von JWH-122.
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Das Spektrum nachgewiesener Substanzen erweiterte sich im Jahr 2011 zunachst
vorwiegend durch AM-2201. Darauf folgend wurde im Jahr 2012 die Substanz JWH-307

verhaltnismaRig haufig in Blutproben nachgewiesen (Abbildung 25b).

Die bereits beschriebene deutliche Verschiebung des Substanzspektrums in neuen
Rauchermischungen, die im Zeitraum des Beschlusses der 26. BtMAndVv® auftrat, war auch
im Bereich der Serumanalytik erkennbar. So wurden vor allem in der zweiten Halfte des
Jahres 2012 neben JWH-122 verstarkt die Substanzen UR-144 sowie XLR-11 in Serumproben

detektiert.

In Abbildung 25c ist die relative Nachweishaufigkeit der bereits im Januar 2009 bzw. 2010
unterstellten synthetischen Cannabinoide JWH—018[102], JWH-019"% und JWH-073%% sowie
des im Sommer 2012 unterstellten AB-001°! dargestellt. Auffillig ist hierbei einerseits, dass
JWH-018 Uber den gesamten Beobachtungszeitraum regelmallig nachgewiesen werden
konnte, wobei es vor allem gegen Ende des Jahres 2012 wieder verstdrkt in Serumproben
auftrat. Demgegeniiber ist tiberraschend, dass die beiden Substanzen JWH-019 und AB-001

erst nach ihrer Unterstellung zum ersten Mal in Blutproben gefunden wurden.

Wie in Tabelle 1 bereits erkennbar, wurden Uber den fast dreijahrigen
Untersuchungszeitraum insgesamt 27 verschiedene synthetische Cannabinoide in Blutproben
detektiert. Abbildung 25d gibt einen zeitlichen Uberblick fiir ausgewahlte Analyten, die

duBerst selten nachgewiesen werden konnten.

2.6.1.2 Schlussfolgerungen

Anhand der oben angefiihrten Betrachtungen ergeben sich mehrere
Schlussfolgerungen. Die erhaltenen medianen Serumkonzentrationen zeigen deutlich, dass
fir den Nachweis von synthetischen Cannabinoiden hochempfindliche Routineverfahren zur
Anwendung kommen missen, um die fir die Praxis relevanten Serumspiegel auch sicher
erfassen zu konnen. Desweiteren spiegelte sich das breite Substanzspektrum, das wahrend
des Beobachtungszeitraumes in Rauchermischungen beobachtet wurde, in umfangreichen
Fluktuationen selten nachgewiesener Analyten wider (siehe Abbildung 25d). Unter
analytischen Gesichtspunkten betrachtet hat dies zur Folge, dass Nachweisverfahren
permanent an das gegenwartige Substanzspektrum angepasst werden miissen, um einen

Konsum von synthetischen Cannabinoiden nachweisen zu kdénnen. Vor allem jedoch bei
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Vorliegen eines negativen Analysenergebnisses muss sichergestellt sein, dass die verwendete
Nachweismethode das gesamte Substanzspektrum abbildet, um einen Konsum von
synthetischen Cannabinoiden auch mit einer hohen Beweiskraft ausschlieBen zu kénnen.
Demnach ist es auf Grund der enormen Anzahl an Cannabimimetika, die seit Ende 2008 in
Rauchermischungen identifiziert wurden, nicht ausreichend lediglich jene gesetzlich
regulierten Substanzen in einem Nachweisverfahren zu bericksichtigen. Durch die
Notwendigkeit einer solchen regelmaRigen Aktualisierung steigen allerdings auch
zunehmend die Anforderungen an analytische Routineverfahren. Beispielsweise kommt vor
allem im Hinblick auf isobare Verbindungen mit identischen intensiven Massenlibergdngen
der chromatographischen Trennung eine steigende Bedeutung zu. Einer kontinuierlichen
Erweiterung des Analytspektrums sind bei der Verwendung von Nachweisverfahren, die
lediglich auf einer Targetanalyse beruhen (z. B. MRM-Methoden), allerdings ebenfalls
Grenzen gesetzt, da eine solche friiher oder spater unweigerlich mit einer Verringerung der
Messempfindlichkeit einhergeht. Ein weiterer Nachteil von MRM-Methoden ist die Tatsache,
dass bestimmte Massen zur Erhohung der Messempfindlichkeit tber die Quadrupole
,ausgeblendet” werden. Eine nachtrigliche Uberpriifung von Messdaten, ob eine Substanz,
die zum Analysenzeitpunkt noch nicht von der Methode erfasst wurde, dennoch in der Probe
prasent war, ist somit nicht moglich. Ein geeigneter Ansatz zum Umgehen dieser Problematik
ist die Verwendung von hochauflosender Massenspektrometrie, einer Technik, die im
Vergleich zu Triple-Quadrupol-Geraten allerdings instrumentell deutlich teurer und oftmals
weniger empfindlich ist. Aus diesem Grund basiert die betrachtliche Mehrheit der zur
Analyse von synthetischen Cannabinoiden bzw. deren Metaboliten in humanen Matrices

verwendeten Nachweisverfahren auf der Nutzung von TripIe—QuadrupoI—Geréten[%’ 101, 103-

123]

2.6.2 Toxikologische Beurteilung synthetischer Cannabinoide anhand klinischer
Notfalle

2.6.2.1 Einleitende Vorbetrachtungen

Bereits wenige Monate nach Identifizierung von JWH-018 und CP-47,497 sowie
dessen Cg-Homologem in Rauchermischungen berichteten Zimmermann et al. von einem 20-

jahrigen Patienten, der Uber einen Zeitraum von 8 Monaten taglich ,Spice Gold“ konsumiert

[124

hatte und infolgedessen ein Entzugssyndrom sowie eine Abhangigkeit entwickelte 1 In der
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Folgezeit wurden in der wissenschaftlichen Literatur zunehmend klinische Notfélle
beschrieben, die mit einem Konsum von Rauchermischungen in Zusammenhang gebracht
wurden. Tabelle 2 gibt eine Ubersicht {iber die im Rahmen dieser Fallbeispiele vorrangig

beobachteten Symptome.

Tabelle 2 Hauptsymptome, die in klinischen Notfédllen nach vermutlichem Konsum von Rauchermischungen
beobachtet wurden sowie Angabe der entsprechenden Literaturstellen.

Symptom Referenz
Akute Psychose (57, 125-129]
Agitation [126, 127, 129-141]
Ha”UZinationen [128-130, 135-137, 139-143]
Nervensystem & Angst/Panik [56,57,126, 129, 134, 136, 138-141, 143, 144]
Zentrale Effekte Paranoia (56,127,129, 132, 135,137, 140, 1431
Somnolenz [132, 133, 145, 146]
Bewusstlosigkeit/Koma L 58T 825, ST
Krémpfe [130, 131, 133, 136, 137, 145, 146, 148-150]
Tachyka rdie [126, 130-139, 141, 142, 144, 146, 147]

. Bradykardie (130,137, 142]
Herz-Kreislauf-System & Brustschmerz [130, 135, 136, 142, 147, 151]
Kardiovaskuldre Effekte Hypertonie [126, 130, 132, 135-137, 145, 150, 152]

Myokardinfarkt [151]
Ubelkelt [130, 133, 135-137, 146, 152, 153]
Gastrointestinales System Erbrechen [126, 130, 133, 135-137, 150, 152, 153]
Sonstige Effekte Mydriasis (126,130, 145]

Nachteilig stellt sich bei diesen Beispielen jedoch dar, dass mit Ausnahme eines Fallbeispiels
kein eindeutiger kausaler Zusammenhang zwischen dem klinischen Erscheinungsbild und

dem Konsum synthetischer Cannabinoide hergestellt werden konnte. Dies beruht auf der

Tatsache, dass entweder kein analytischer Konsumnachweis erbracht wurde!®® 7. 126-128, 130,

133139, 141-144, 146148, 150, 152 4ger Nachweismethoden zur Anwendung kamen, die ein

unzureichendes Spektrum an synthetischen Cannabinoiden oder deren Metaboliten

. 131, 132, 140, 145, 149, 151
aufwiesen(*3V ’ ’ ’ ’ ]

Lediglich Derungs et al. konnten im Plasma eines
behandlungspflichtigen Patienten das synthetische Cannabinoid MAM-2201 mit einer
Konzentration von 49 ng/mL nachweisen und so einen eindeutigen Konsumnachweis

[126] " pariiber hinaus wurde ebenfalls nur in diesem Fall eine umfassende

erbringen
analytisch-toxikologische Untersuchung des Probenmaterials durchgefiihrt, um eine

mogliche Mischintoxikation durch ggf. zusatzlich aufgenommene Noxen auszuschlieRen.
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Im Zeitraum der praktischen Arbeiten wurden Serumproben von insgesamt 110
Intoxikationsfdllen, bei denen ein Konsum synthetischer Cannabinoide als Ursache in
Betracht gezogen wurde, analysiert. In 98 dieser Falle (90 %) konnte mittels Serumanalytik
die Aufnahme eines oder mehrerer synthetischer Cannabinoide zweifelsfrei nachgewiesen
werden. Um eine toxikologische Beurteilung dieser Substanzgruppe vornehmen zu kénnen,
wurden 29 Fille aus einem Zeitraum zwischen September 2008 und Februar 2011
retrospektiv evaluiert (Alter: 14 — 30 Jahre, Median: 19 Jahre, 25 Manner, 4 Frauen). Als
Einschlusskriterien galten (1) Hospitalisierung, (2) das Vorliegen klinischer Unterlagen
(anamnestische Daten) sowie (3) der Nachweis der Aufnahme von synthetischen
Cannabinoiden mittels Serumanalytik. Sofern genug Probenmaterial vorhanden war, wurden
Urinproben zunédchst mittels hinweisgebenden Routineverfahren (Immunoassays) sowie
massenspektrometrischen Methoden (GC/MS General Unknown Screening[154] sowie LC/ESI-
MS/MS MuIti-Target-Screening“ss]) auf zusatzliche Noxen untersucht. Bei Hinweis auf die
Aufnahme anderer Drogen (z. B. natirliche Cannabinoide, Stimulanzien) oder therapeutisch
verordneter Medikamentenwirkstoffe (z. B. Psychopharmaka) wurden bei noch

ausreichender Probenmenge quantitative Bestatigungsanalysen im Serum durchgefiihrt.

2.6.2.2 Ergebnisse der toxikologischen Analysen

Die detaillierten Ergebnisse der toxikologischen Analysen und die festgestellten klinischen
Erscheinungsbilder sind in Tabelle 3 bzw. in Tabelle 4 wiedergegeben. Insgesamt konnten
10 verschiedene synthetische Cannabinoide in den Serumproben nachgewiesen werden,
wobei die bereits in Kapitel 2.6.1.1 dieses Abschnittes beschriebene zeitliche
Substanzverteilung auffiel. Wahrend JWH-018 vorwiegend in den Fallen aus 2008 und 2009
identifiziert werden konnte, wurden in den Proben aus 2010 hauptsachlich JWH-081 sowie
JWH-122 nachgewiesen. JWH-210 konnte hingegen in allen auBer einem der Falle aus dem
Jahr 2011 in den zugehorigen Serumproben detektiert werden. Mit geringeren
Serumkonzentrationen konnten in Einzelfdllen ebenfalls die Substanzen AM-694, JWH-015,
JWH-073 sowie JWH-250 nachgewiesen werden. Auf Grund der Tatsache, dass sie stets
neben Substanzen vorgefunden wurden, die durch eine hohere CB-Affinitat charakterisiert
sind (siehe Tabelle Il im Anhang), wurden sie nicht in Tabelle 4 bericksichtigt. In den Fallen
15, 20 und 22 wies das Ergebnis des immunologischen Vortests auf einen Beikonsum von

Amphetamin hin, wobei die Bestatigungsanalyse mittels GC/MS lediglich bei Letztgenanntem
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negativ ausfiel. Dartber hinaus konnten in drei Féillen THC und/oder dessen nicht-
psychoaktiver Metabolit THC-COOH nachgewiesen werden, wobei die jeweilige THC-
Serumkonzentration Werte aufwies, bei der eine aktive Wirkung in Betracht kommt (0,7 und
3,5 ng/mL). Die Aufnahme von Substanzen, die entweder intensivmedizinisch verabreicht
(Benzodiazepine, Haloperidol) oder vom Hausarzt verschrieben wurden (Citalopram), konnte

ebenfalls analytisch bestatigt werden.

2.6.2.3 Klinisch-symptomatische Erscheinungsbilder und Verldufe

Wahrnehmungsanderungen wie Lichtempfindlichkeit, Verschwommensehen und
Halluzinationen (11 Patienten) sowie starke Unruhe (12 Patienten) gehorten neben Angst
und Panikattacken (6 Patienten) zu den haufigsten zentralnervosen Symptomen, die klinisch
erhoben wurden. Mehr als ein Drittel der Patienten war fiir einige Stunden somnolent,
wobei die Hilfte dieser Patienten sich anfanglich in einer Phase tiefer Bewusstlosigkeit bei
intakter Atmung befand. Das haufigste Symptom innerhalb der Population war Tachykardie
(22 Patienten) mit  Herzfrequenzen von 90-170 Schldgen/Minute (Median:
130 Schldage/Minute).

Zur (meist retrospektiven) Beurteilung des Schweregrades akuter Vergiftungszustande wird
heutzutage der sogenannte , Poisoning Severity Score” (PSS) verwendet. Hierbei handelt es
sich um eine Standardskala, die einzelne Symptome sowie klinische Zeichen ihrer Schwere
entsprechend bewertet (siehe Tabelle IV im Anhang)[lssl. Der Schweregrad einer Vergiftung
entspricht letztendlich dem schwerwiegendsten Symptom. Hierbei spricht man von einer
leichten Vergiftung, wenn die Symptome oder klinischen Zeichen mild sowie voriibergehend
sind und sich spontan auflésen. Bei einer mittelschweren Intoxikation treten betonte oder
andauernde Symptome oder klinische Zeichen auf, die meist eine arztliche Behandlung
erforderlich machen. Eine schwere Vergiftung liegt vor, wenn lebensbedrohliche Symptome
vorliegen, die einer stationaren Behandlung bediirfen. GemaR des PSS, handelte es sich in 16
Fallen um eine leichte und in 6 Fallen um eine mittelschwere Tachykardie. Mehr als ein
Drittel aller Patienten zeigten Hypertonie (systolisch: 150 — 200 mmHg, Median: 160 mmHg;
diastolisch: 80— 100 mmHg, Median: 85 mmHg). Zwei Patienten waren dagegen arteriell
hypoton. Ubelkeit mit oder ohne Erbrechen war das hiufigste auftretende gastrointestinale

Symptom (8 Patienten). Eine leichte Hyperglykdmie (Blutglucose: > 200 mg/dL) konnte bei
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neun Patienten festgestellt werden. Bei acht Patienten wurde eine Hypokalidmie
diagnostiziert, die gemal des PSS bei vier Patienten leicht (Serumkalium: 3,1 — 3,4 mmolL/L),
in drei Fallen mittelschwer (Serumkalium: 2,8 -2,9 mmolL/L) und in einem Fall schwer
(Serumkalium: < 2,3 mmol/L) ausfiel. Die meisten Symptome klangen innerhalb von 4 bis
14 Stunden ab (Median: 7,5 Stunden). Die akute Psychose, die ein Patient nach sechstagigem
Konsum synthetischer Cannabinoide entwickelte, dauerte mehrere Tage an. Zwei Patienten
litten auferdem einen Tag unter Muskelschmerzen bei erhohter Creatin-Kinase (CK).
Entsprechend der Klassifizierung gemal} des PSS war das klinische Erscheinungsbild lediglich
in einem der aufgefiihrten Félle als schwer einzuordnen. 17 Patienten zeigten insgesamt ein
mittelschweres und 11 Patienten ein leichtes klinisches Erscheinungsbild. Der klinische
Verlauf der vier Patienten, die zusatzlich andere Drogen (natirliche Cannabinoide und/oder
Amphetamin) aufgenommen hatten, war mit dem Verlauf jener Patienten vergleichbar, die
lediglich synthetische Cannabinoide konsumiert hatten. Die TherapiemalRnahmen waren
ausschlieBlich symptombezogen und bestanden meist aus Infusionen, u.a. zur
FlUssigkeitszufuhr, Kreislaufstabilisierung oder Kaliumsubstitution. In acht bzw. zwei Fallen
konnten erfolgreich Benzodiazepine und Antiemetika eingesetzt werden. Zur Behandlung
einer Panikreaktion mit akustischen Halluzinationen wurde in einem Fall Haloperidol
verabreicht, wodurch die Symptome innerhalb von einer Stunde abklangen. Ein Patient
musste infolge eines generalisierten tonisch-klonischen Krampfanfalls auf Grund einer stark
verringerten Atmungsaktivitat (Hypopnoe) intubiert und (iber mehrere Stunden mechanisch

beatmet werden.
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Tabelle 3 Patientencharakteristika, Latenzzeit zwischen Konsum und Probennahme, Ergebnisse der toxikologischen Analysen, Poisoning Severity Score (PS
Tabelle IV im Anhang), Symptomdauer sowie TherapiemaRnahmen bei den beschriebenen klinischen Notféallen nach Konsum synthetischer Cannabinoide.

5[156], siehe auch

Eall Ge- Erfahrung Latenz- Nachgew'lesene Serum-‘ Immuno- Bestadtigungs- Multi Ta'rget Symptom- Therapie und
Nr Alter schlecht mit zeit [h] synthetische konzentration assay® (Urin) analyse Screening PSS dauer [h] Medikation
’ Cannabinoiden Cannabinoide [ng/mL] Y [ng/mL] (Serum) (Urin)
. CP-47,497-Cg 2,3 .
1 16 m ja 2,7 JWH-018 <0,10 (-) (-) n.a 1 6 (s), Beruhigung
2 21 ja 3,5 JWH-018 0,45 (—)1 THC-COOH (2,2) n.a 1 6 (s), Beruhigung
18 m nein 3,0 JWH-018 13 n. a. n.a n.a 2 7 (s), Beruhigung
4 18 nein 5,0 JWH-018 0,38 (-) n.a (-) 2 8 (s), Benzodiazepine
. 1 (s), Flussigkeit i. v.,
5 17 m nein 2,8 JWH-081 42 (-) (-) (-) 2 ca.6 Kaliumsubstitution
JWH-081 40 THC (0,7) Lorazepam”, Bﬁﬁiﬁzimz -
6 20 w ja n.b. JWH-018 0,40 THC THC-COOI:| (38) Mirtazapin, 2 >24 s chiatfischtle
JWH-250 0,33 Haloperidol® psy
Behandlung
. JWH-122 0,17 .
7 28 m nein 10 IWH-250 0,10 n. a. n.a (-) 1 ca. 14 (s), Beruhigung
JWH-081 3,0 .
8 17 m n. b. 1,0 JWH-250 11 n.a n.a (-) 1 6 (s), Beruhigung
JWH-122 40 . .
g & m 2 o2 SuARZ2Y B Benondl-iI:z'e ine n-a n-a 2 S (Ii)z;lsjen:zgglsatizti'::gsl
JWH-018 <0,10 p
10 19 m nein 4,0 JWH-081 1.2 () () Citalopram® 2 10 (s), Benzodiazepine,
Beruhigung
11 17 m ja 1,0 JWH-018 11 (-) (-) (-) 1 8 (s), Beruhigung
(s), Benzodiazepine,
12 14 m nein 1,0 JWH-122 1,7 ) (-) (-) 2 12 Intubation, kurzzeitige
Beatmung
13 15 m nein 1,0 JWH-122 0,29 ) ) ) 1 4 (5), Beruhigung,
Flussigkeit i. v.
14 17 w nein 1,0 JWH-122 0,34 () (-) (-) 1 <8 (s), Beruhigung
Mo mcps Amben
15 28 m ja 1,0 JWH-122 15 Metamphetamin, Amphetamin LoraZSpamb ! 2 ca.6 (s), Benzodiazepine
Amphetamine (52) Midazolam®
16 19 m nein 18 JWH-122 0,56 (-) (-) (-) 2 <8 (s)
JWH-210 2,5
17 24 m n. b. 5,0 JWH-073 0,11 (-) (-) (-) 1 >10 (s)
JWH-015 <0,10
(s), Antiemetika,
. JWH-210 3,9 1 .
18 23 m ja 1,0 JWH-081 0,25 THC (-) (-) 1 6,5 Haloperidol,

Flussigkeit i. v.
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Erfahrung Nachgewiesene Serum- Bestdtigungs- Multi Target .
Fall Ge- . Latenz- . . Immuno- X Symptom- Therapie und
Nr Alter schlecht mit zeit [h] synthetische konzentration assay® (Urin) analyse Screening PSS dauer [h] Medikation
’ Cannabinoiden Cannabinoide [ng/mL] y [ng/mL] (Serum) (Urin)
(s), Antiemetika und
. JWH-122 9,0 1 b A
19 29 m ja 4,5 AM-694 0,20 (-) (-) Haloperidol 2 6,5 I-.I-alc?per!deI,
Flussigkeit i. v.
4 JWH-210 7,7 THC, Amphetamin . N
20 23 m nein 17 JWH-081 18 Amphetamine® (25) (-) 2 4 (s), Kaliumsubstitution
21 16 w ja 2,0 JWH-210 5,6 (-) (-) (-) 2 6 (s), Beruhigung
JWH-210 190 (s), Benzodiazepine
22 26 m n. b. 0,75 JWH-122 0,22 Amphetamine (-) (-) 2 <10 Kz;liumsubstituzion’
JWH-018 0,12
23 27 m n. b. 9,5 JWH-210 68 (-) (-) (-) 2 <12 (s)
JWH-210 20
24 30 w ja n. b. JWH-081 8,4 (-) (-) (-) 1 ca. 12 (s)
JWH-122 2,1
25 19 m n.b. 2,0 JWH-210 0,65 () () () 2 <10 ) B S
Kaliumsubstitution
26 19 m n. b. 10 JWH-210 1,0 (-) (-) (-) 2 <12 (s)
27 22 m n. b. n. b. JWH-122 0,27 (-) () (-) 1 <10 (s)
28 19 m nein 1,0 JWH-210 35 (-) (-) (-) 2 8 (s)
29 15 w nein 20 JWH-210 0,20 (—)1 (-) (-) 2 6 (s), Flussigkeit i. v.

m: mannlich, w: weiblich, (-): negativ, (s): symptomatisch, i. v.: intravends, n. a.: nicht analysiert, n. b.: nicht bekannt
? Urinproben wurden mittels Immunoassay auf Kokain, natiirliche Cannabinoide, Amphetamine, Methamphetamin, Opiate und trizyklische Antidepressiva analysiert

® unter Therapie verabreichte Substanzen
¢ Serumalkoholkonzentration 1,03 g/L

! Urin wurde mittels Immunoassay ebenfalls auf Barbiturate analysiert
* patient gab an, synthetische Cannabinoide zum ersten Mal konsumiert zu haben, war jedoch an den Konsum von Cannabis gewdhnt
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Tabelle 4 Symptomhaufigkeit nach Intoxikation mit synthetischen Cannabinoiden. Angegeben ist die Anzahl an
Patienten mit spezifischen Symptomen nach Konsum. In Fillen, in denen mehr als ein synthetisches
Cannabinoid im Serum nachgewiesen werden konnte (Vgl. Tabelle 3), wurden die Symptome jenem mit der
hochsten Serumkonzentration zugeordnet.

~ T T I T E %
TS 2 2 2 = &
g = = = =
n=1 n=4 n=4 n=9 n=11 n=29
starke Unruhe 0 3 3 4 2 12 41
Wahrnehmungsanderungen/Halluzinationen 0 2 0 5 11 38
Schwindel 0 1 0 3 3 7 24
Angstlichkeit/Panikattacke 0O o 2 3 1 6 21
Somnolenz 1 1 1 1 1 5 17
Bewusstlosigkeit bis zu 60 Minuten
gefolgt von Somﬁolenz fur mehrere Stu;1den 0 0 0 0 > >
Verwirrtheit/Desorientierung 0 0 1 0 3 4 14
L LR Empfindungslosigkeit/Parasthesie in den Beinen 0 1 0 1 1 3 10
Anterograde Amnesie 0 0 0 1 1 2 7
Akute Psychose® 0 0 1 o0 0 1 3
Generalisierter Krampfanfall mit hypopnoischer Episode 0 0 0 1 0 1 3
Aggressives Verhalten 0 0 1 0 0 1 3
Aphasie, mild 0 0 0 0 1 1 3
Hitzegefihl 0 0 0 1 0 1 3
Lachanfalle 0 0 1 0 0 1 3
Muskelzucken/Krampfe 0 0 1 1 0 2 7
Neuromuskulires Muskelschmerzen 0 0 1 1 0 2 7
System Myoklonie 0 0 1 0 0 1 3
Schuittelfrost/Zittern 0 2 2 0 0 4 14
Tachykardie 0 4 2 8 8 22 76
Bradykardie 0 0 0 1 0 1 3
Andere EKG-Veréinderungenb 0 1 0 1 2 14
Herz-Kreislauf- Hypertonie 0 2 1 4 3 10 34
System Hypotonie 0 0 0 2 0 2 7
Synkope 0 0 0 1 0 1 3
Atemnot 1 0 1 2 2 6 21
Brustschmerz 0 1 1 1 0 3 10
Ubelkeit/Erbrechen 1 1 1 3 2 8 28
Gastrointestinales Trockener Mund/Globusgefiihl 0 2 0 1 1 4 14
System UberméRiger Durst o 0o o0 1 1 2 7
Diarrho 0 0 0 1 1 2 7
Mydriasis 0 3 1 3 4 11 38
Augen . .
Bindehautrétung 0 3 0 1 0 4 14
Hypokalidmie 0 1 1 3 3 8 28
Laborwerte Erhohte Kreatinkinase 0 0 1 3 0 4 14
Erhohte Blutglukose 0 0 1 5 3 9 31

® Nach sechstigigem Konsum synthetischer Cannabinoide
b Extrasystolen, ST-Erh6hung, negative T- oder QT-Verldngerung
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2.6.2.4 Befundinterpretation und Diskussion

Wie in Tabelle 4 ersichtlich zéhlen starke Unruhe, Somnolenz, Halluzinationen, Angst,
Tachykardie, Hypertonie, Ubelkeit und/oder Erbrechen, Mydriasis sowie Hypokalidmie zu den
haufigsten Symptomen, die in der betrachteten Patientenpopulation nach Konsum von
synthetischen Cannabinoiden beobachtet wurden. Der Grofiteil dieser Symptome dhnelt
weitgehend einer Intoxikation nach Cannabiskonsum. So wurden vor allem nach Konsum
hoher THC-Mengen Euphorie, Schwindel und Somnolenz, Angst, Paranoia, Halluzinationen,
Panikattacken sowie Depersonalisierung und die Beeintrachtigung kognitiver Fahigkeiten wie
Lernen und Gedichtnis beobachtet!*>" %%, zy typischen kardiovaskuladren Effekten nach einer

Cannabisintoxikation zdhlen weiterhin vor allem Tachykardie sowie das Auftreten von

)[159, 163-166] [167-172]

Blutdruckregulationsstorungen (z. B. orthostatische Hypotension . Koma

(173, 1741 \wurden ebenfalls, wenn auch lediglich bei Kleinkindern, beschrieben.

sowie Ataxie
Somit erscheinen die in der betrachteten Population besonders haufig aufgetretenen
Symptome wie Erbrechen, (generalisierte) Krampfanfalle, starke Unruhe sowie Hypokalidmie
eher spezifisch fir eine Intoxikation mit synthetischen Cannabinoiden zu sein. Diese zum Teil
schweren Symptome sind besonders besorgniserregend und treten im Allgemeinen auch
nach starkem Cannabiskonsum nicht auf, wofiir zahlreiche Ursachen in Betracht kommen:
Allgemeine Pharmakologie: THC ist lediglich ein partieller Agonist am CBl-Rezeptor”’
1751781 \wodurch Dosissteigerungen nach Erreichen der maximalen THC-Wirkung zu keiner
relevanten Wirkungsverstarkung mehr fihren (Ceiling-Effekt). Demgegeniiber ist der GroRteil
der bisher in Rauchermischungen identifizierten und in den Blutproben der intoxikierten
Patienten nachgewiesenen Cannabimimetika im Vergleich zu THC durch eine zum Teil
deutlich héhere Affinitdt zum CB;-Rezeptor charakterisiert (siehe Tabelle 1l im Anhang).
Obwohl hierdurch nicht automatisch fir alle identifizierten Substanzen auf eine hdéhere
Potenz geschlossen werden kann, wurde fir einzelne Cannabimimetika in in vitro
Aktivitatsassays bereits eine vollagonistische Wirkung am CB;-Rezeptor nachgewiesen (z. B.
CP-47,497-Cs™, JWH-01818% 17> 176 1801 - j\w_g73017% 181 j\wH.-25187 189 yr-144""# ynd
XLR—ll[m]). Eine im Vergleich zu THC starkere maximale Wirkung einer Vielzahl von

synthetischen Cannabinoiden wurde ebenfalls durch zahlreiche in vivo Studien belegt[ZG’ 34, 68,

81, 175, 176, 180, 181, 183-187] pjage Zusammenhadnge spiegeln sich auch in den dargestellten
Intoxikationsfdllen wider. So konnten in den Serumproben der jlingeren und gleichzeitig

symptomatisch meist schwereren Vergiftungsfalle vorwiegend die hochpotenten Substanzen
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JWH-122 sowie JWH-210 nachgewiesen werden (Tabelle 3, Fille 12 bis 29). Dagegen konnten
dltere Falle einerseits auf den Konsum des—im Vergleich zu JWH-122 und JWH-210-
weniger potenten JWH-018 zuriickgefliihrt werden und wiesen andererseits allgemein
mildere Symptome auf (Tabelle 3, Falle 1 bis 4). Es erscheint somit als sehr wahrscheinlich,
dass die hohere Wirkstiarke der synthetischen Cannabinoide ein Grund fir die
verhédltnismaRig  schwereren  Vergiftungserscheinungen ist.  Abseits von  CB;-
Bindungsaffinitdten und intrinsischer Aktivitat existieren ferner Hinweise auf die Existenz
weiterer Cannabinoid-Rezeptorsubtypen, weshalb weitere, bis heute nicht identifizierte
Wirkmechanismen synthetischer Cannabinoide als mogliche Ursache fiir die ernsten

Symptome in Betracht kommen[188 181

Produkteigenschaften: Wie bereits beschrieben, anderte sich das Substanzspektrum,
das in Rauchermischungen seit dem Jahr 2008 nachgewiesen werden konnte, dynamisch. So
traten vor allem seit 2010 in kurzer Abfolge zunehmend potentere Wirkstoffe in den
Produkten auf (Vgl. Kapitel 1.4 in diesem Abschnitt). Darliber hinaus wurden mehrfach

[86, 89, 190-193]

sowohl wechselnde Substanzen und Substanzgehalte in gleichnamigen

Produkten(**!

Ials auch erhebliche Inhomogenitaten beschrieben. So berichteten Logan et al.
nach Analyse mehrerer Stichproben aus derselben Rauchermischung stark variierende
Ergebnisse. Wahrend sie in manchen Proben keine Cannabimimetika nachweisen konnten,
enthielten Proben aus anderen Arealen des Tutchens einen Gehalt von bis zu 6,5 % (m/m)
der Wirksubstanz!*®!. Teilweise enthalten Produkte bis zu acht verschiedene synthetische

[191]

Cannabinoide wahrend unldngst in  homogenisierten  Rauchermischungen

Substanzgehalte von 0,003 (und weniger) bis zu 30,3 % (m/m) festgestellt wurden9% 194,
Diese enormen Schwankungen machen es fir Konsumenten unmaglich, die Wirkstarke eines
bestimmten Produktes einzuschéatzen, so dass vor allem fiir Erstkonsumenten eine besonders
hohe Gefahr fiir Uberdosierungen besteht. Diese besteht bei Cannabiskonsumenten
demgegeniiber in vergleichsweise deutlich geringerem AusmaR. Zwar stieg der weltweite
mittlere THC-Gehalt in Cannabiszubereitungen innerhalb der letzten vier Dekaden
kontinuierlich auf in etwa das Siebenfache an™®> %, Doch sind markt- und produktbedingte

Schwankungen des THC-Gehaltes innerhalb von Cannabiszubereitungen erheblich geringer

als dies bei Rauchermischungen der Fall ist197),

Metabolismus: Der hepatische Phase-I-Metabolismus von THC und der synthetischen

Cannabinoide vom Alkylindol-Typ unterscheidet sich erheblich. THC wird zundchst
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Uberwiegend zu 11-OH-THC verstoffwechselt. Dieser ebenfalls psychoaktive Hauptmetabolit
wird anschlieBend erneut oxidiert, wodurch der nicht-psychoaktive Metabolit THC-COOH

entsteht!*%®!

. Wahrend im Rahmen des Phase-I-Abbaus von THC somit lediglich ein
psychoaktiver Metabolit in wirkrelevanten Serumkonzentrationen gebildet wird, werden
Alkylindole zu einer Vielzahl verschiedener Hauptmetaboliten verstoffwechselt. Darunter
befinden sich im Wesentlichen an der aliphatischen Seitenkette, am Indol- oder, je nach
aromatischem Substituenten des Carbonylkohlenstoffs, am Naphthyl-, Benzoyl- oder
Phenylacetylsubstituenten monohydroxylierte Metabolite. Mehrfach hydroxylierte sowie am
Substituenten des Indolstickstoffes carboxylierte Metabolite werden ebenfalls gebildet[lgg’
2141 An der terminalen Position der Alkylkette fluorierte (z. B. AM-220115271 AM-69412%9)
und XLR-11[182]) oder aliphatisch substituierte Cannabimimetika (z. B. AB-0012%8 AkBag!?*
UR-14418> 215]) werden in adhnlicher Weise komplex biotransformiert. Der Umstand, dass
zahlreiche der Metaboliten nicht nur mit zum Teil hoher Affinitat an CB-Rezeptoren binden
sondern an ihnen ebenfalls als Agonisten, Partialagonisten, neutrale Antagonisten oder

(176,177, 1811 " fishrt zu einer (iberaus komplexen Pharmakodynamik,

inverse Agonisten wirken
die ebenfalls als Ursache fir die vergleichsweise haufigeren und schwereren
Vergiftungssymptome in Frage kommt. Darliber hinaus muss ebenso eine Giftung im Rahmen
des Metabolismus der Alkylindole in Betracht gezogen werden, da in in vitro Experimenten
mittels Lebermikrosomen fir zahlreiche Alkylindole Metabolite mit Diolstruktur identifiziert

[199-201, 212, 215]

wurden Obgleich die Entstehung dieser Metabolite in vivo nur von

untergeordneter Bedeutung ist?*] verlauft ihre Bildung mit hoher Wahrscheinlichkeit tGber

reaktive und somit potentiell genotoxische Epoxidintermediate.

Toleranzentwicklung: Die fortwahrende Aktivierung von CBj-Rezeptoren durch

Agonisten wie THC oder potente synthetische Cannabinoide (z. B. CP-55,940, WIN 55,212-2

[220-224

oder HU-210) fiihrt zur Toleranzentwicklung Lin Form einer schrittweisen Abnahme der

[223, 225]) sowie einer Verringerung der Rezeptorantwort

Rezeptordichte (Internalisierung
(Desensibilisierung[m]). Dies demonstrierten Atwood et al. fiir die Substanzen CP-47,497-Cg,
JWH-018 sowie JWH-073 anhand einer schnellen und umfassenden Internalisierung von CB;-

(175,379 " gomit gilt eine Toleranzentwicklung infolge eines regelmaRigen

Rezeptoren in vitro
Konsums synthetischer Cannabinoide als sehr wahrscheinlich. Hierauf reagiert der
Konsument im Allgemeinen mit einer Steigerung der Dosis, was wiederum mit einer

erhdhten Gefahr fiir Uberdosierungen einhergeht. Interessanterweise zeigten Studien mit
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Rhesusaffen allerdings, dass bei CBji-Agonisten ein inverser Zusammenhang zwischen
intrinsischer Aktivitdt und AusmaB der Toleranzentwicklung zu bestehen scheint. So
entwickelten die Versuchstiere, nachdem sie tGiber zwei Wochen regelmafige THC-Injektionen
erhalten hatten, eine deutlich geringere Kreuztoleranz auf die stirker wirksamen
synthetischen Cannabinoide CP-55,940, JWH-018 und JWH-073%2" 222 Djes deutet somit
darauf hin, dass Cannabiskonsumenten mit ausgepragter THC-Toleranz ebenfalls besonders
empfindlich auf die Wirkung von synthetischen Cannabinoiden reagieren kénnten. Demnach
scheint die Anfalligkeit fir Intoxikationen mit diesen Substanzen auch bei einer vorhandenen
THC-Toleranz nicht bedeutend reduziert zu sein.

Zytotoxizitit: Zytotoxische Effekte von THC in vitro Uber sowohl CB-Rezeptor

227 228
)[ )[ ]

abhangige (in kortikalen Nervenzellen I"als auch unabhédngige (in Leukdmiezellen
Mechanismen wurden in mehreren Arbeiten beschrieben. Im Fall von CP-47,497 und dessen
Cs-Homologem berichteten Tomiyama et al. von einer iber den CB;-Rezeptor vermittelten,

229 koller et al. fiihrten

konzentrationsabhdngigen Zytotoxizitdt in Neuroblastomzellen
umfangreiche Studien mit AM-694, JWH-018, JWH-073, JWH-122, JWH-210 sowie THC in
humanen Zelllinien und Primarzellen durch, um deren zytotoxischen, genotoxischen,
immunmodulatorischen sowie hormonellen Effekte zu untersuchen. In ihren
Untersuchungen fuhrten alle betrachteten Substanzen zu Zellmembranschidden und
antiostrogenen Effekten sowie vereinzelt zu DNA-Migration und Suppression der
Cytokinexpression. Alle zytotoxischen Effekte traten jedoch erst bei Konzentrationen auf, die
deutlich oberhalb zu erwartender Serumkonzentrationen nach Konsum dieser Substanzen
liegen (=75 uM). Gleichwohl kommen bestimmte Epithelien im Zuge eines inhalativen
Konsums mit solch hohen Konzentrationen in Kontakt (z.B. Mundschleimhaut oder

Bronchialgewebe), so dass hierbei lokale zytotoxische Effekte nicht ausgeschlossen werden

konnen.

Spezifische Symptome, Erbrechen: Erbrechen gepaart mit somnolenten oder
komatosen Zustanden birgt Erstickungsgefahr auf Grund von Aspiration erbrochenen
Mageninhaltes. THC wirkt zwar eher antiemetisch und wird deshalb medizinisch bei

Chemotherapie-bedingten Nebenwirkungen wie Ubelkeit und Erbrechen eingesetzt[23°]. I

n
den letzten Jahren wurde allerdings ebenfalls haufiges und wiederholtes Erbrechen nach

dem Konsum von Cannabisprodukten beschrieben. Dieses paradoxe, allgemein als Cannabis-
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Hyperemesis-Syndrom bezeichnete Erscheinungsbild wurde jedoch ausschlieRlich nach

chronischem Cannabiskonsum festgestel[t'?*2*%],

Spezifische Symptome, Krampfanfélle: In der wissenschaftlichen Literatur wird ein
antikonvulsiver Effekt flir Cannabis bzw. CBi-Agonisten kontrovers diskutiert. So wurde dem

[240]

Konsum von Cannabisprodukten sowohl anti- als auch prokonvulsive[z‘”] Effekte

zugeschrieben. Mortati et al. berichteten den Fall eines 45-jahrigen Epilepsiekranken, bei

t[242], Eine

dem eine Besserung der Symptome durch den Konsum von Cannabis auftra
positive Wirkung von Cannabis auf Epilepsie schlussfolgerten ebenfalls Hedge et al. in ihrem
Fallbericht (iber zwei Patienten, deren fokale Epilepsie bei regelmadBigem Cannabiskonsum
stabil war, sich die Anfallshaufigkeit jedoch bei beginnender Cannabisabstinenz dramatisch
erhéhte!?*, Juiingst wurde fur CB;-Agonisten (z. B. WIN 55,212-2) ein antikonvulsiver Effekt in

Tiermodellen beschrieben®** 2%,

Das ebenfalls in Cannabisprodukten prasente
Phytocannabinoid Cannabidiol (CBD) reduzierte ebenfalls AusmaRB und Haufigkeit induzierter
epileptischer Anfille in Mzusen?*®!. Zwar konnten antikonvulsive Effekte des CBD noch nicht

[247)  Dennoch muss in Betracht

durch valide klinische Humanstudien bestatigt werden
gezogen werden, dass das hadufige Auftreten krampfartiger Anfdlle nach Konsum von
synthetischen Cannabinoiden darauf beruht, dass eventuell antikonvulsiv wirkende

Phytocannabinoide in Rduchermischungen nicht enthalten sind.

Spezifische Symptome, Psychosen: Auch wenn valide Erhebungen, die einen Vergleich
zulassen wirden, bisher fehlen, scheinen Cannabiskonsumenten im Vergleich zu
Konsumenten synthetischer Cannabinoide seltener psychotische Episoden zu erleiden. Ein
kausaler Zusammenhang zwischen der Entwicklung von psychotischen Zustanden und dem
Konsum von Cannabisprodukten gilt in der Literatur jedoch mittlerweile als akzeptiert und
gefestigt. So gelten ein haufiger Konsum hoher Cannabisdosen und/oder eine entsprechende
psychische Pradisposition der Betroffenen als bedeutende Risikofaktoren fir das Neu- oder
Wiederauftreten psychischer Stérungen[m’z‘r’z]. Angesichts dieser Zusammenhange ist das

[138]

Auftreten einer Panikattacke bei einem pradisponierten Patienten sowie rezidivierender

[57, 127, 143

Psychosen I hach Konsum von synthetischen Cannabinoiden wenig Uberraschend.

Stattdessen gibt die bereits hohe Anzahl an Fallserien Uber psychisch zundchst gesunde
Patienten, deren Konsum von synthetischen Cannabinoiden zu einer Induktion teils lang
anhaltender Psychosen fihrte, Anlass zur Besorgnis[lzs’ 129, 139141, 2531 pie Abwesenheit des

DI251, 254, 255]

ebenfalls als antipsychotisch geltenden CB in Rauchermischungen muss auch in
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diesem Fall als mogliche Ursache fiir das haufigere Auftreten von psychotischen Zustdnden

nach Konsum von synthetischen Cannabinoiden beriicksichtigt werden.

Spezifische Symptome, Hypokalidmie: Eine Hypokaliamie erhoht die Gefahr fir
Herzrhythmusstoérungen und kann neuromuskuldre Symptome wie Muskelschmerzen,
Muskelschwache oder Atemdepression hervorrufen. Wahrend Hypokaliamien untypisch fur
eine Cannabisintoxikation sind, trat dieses Symptom in der untersuchten Population jedoch
bei in etwa einem Drittel aller Patienten auf. Hierfir kommen starkes Schwitzen, Durchfall,
eine erhohte renale Kaliumausscheidung oder ein verstarkter Kaliumtransport in das
Zellinnere in Frage. Wahrend starkes Schwitzen und Durchfall ausgeschlossen werden
konnten und keine Hinweise filir eine verstdrkte renale Kaliumausscheidung vorlagen,
kommen stark erhohte intrazelluldre Kaliumkonzentrationen in Betracht. Die endgiiltige
Ursache fiir dieses Symptom und ob tatsdchlich ein kausaler Zusammenhang mit dem

Konsum von synthetischen Cannabinoiden besteht, bleibt jedoch unklar.

Wie in Tabelle 2 ersichtlich, wurden zahlreiche der in der evaluierten
Patientenpopulation beobachteten Vergiftungssymptome ebenfalls in Einzelfdllen oder

kleineren Fallserien beschrieben. Uber diese besonders markanten Symptome hinaus

wurden desweiteren Myokardinfarkte[m’ 151], akutes Nierenversagen“Sz’ 153, 256],

[257] [253]

Lungeninfiltrate sowie Rhabdomyolyse in  Zusammenhang mit einem (teils

chronischen) Konsum von Rauchermischungen gebracht. Wahrend kardiovaskulare Ereignisse
wie Myokardinfarkte oder Schlaganfille ebenfalls nach chronischem Cannabiskonsum

[164, 258, 259], ist vor allem der Bericht (iber 16 Patienten, bei denen nach

beobachtet wurden
Konsum von Rauchermischungen akutes Nierenversagen diagnostiziert wurde,
bemerkenswert, da fir insgesamt 7 dieser Patienten der Konsum des neuartigen,
cyclopropyl-substituierten  Alkylindols XLR-11 durch Blut- und/oder Urinanalytik
nachgewiesen werden konnte. In den Serumproben zweier Patienten wurden hierbei u. a.

(28], Beriicksichtigt man, dass

XLR-11-Konzentrationen von 33 bzw. 35 ng/mL festgestell
Rduchermischungen in der Regel durch Rauchen konsumiert werden und der Cyclopropylring
von XLR-11 durch die hierbei auftretenden hohen Temperaturen beinahe vollstiandig in eine

[88], muss somit von noch deutlich hoheren

offenkettige, ungesattigte Form isomerisiert
Konzentrationen des entstandenen Isomers ausgegangen werden. Da sowohl fir die

Muttersubstanz (XLR-11) als auch fir dessen Isomer weder in vitro- noch in vivo-Daten zur
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Toxizitat vorliegen, kommt anhand dieser Zusammenhange bei einem Konsum von XLR-11

eine akute Gesundheitsgefahrdung in Betracht.

Wahrend die obigen Ausfiihrungen lediglich die akute Toxikologie der Substanzen betrachten,
existieren derzeit keine Daten Uber die langfristigen Folgen des Konsums von
Rauchermischungen. Unter Beriicksichtigung der hohen Lipophilie der meisten identifizierten
Cannabimimetika und der hierdurch zu erwartenden Umverteilung in tiefe Kompartimente
(vorwiegend fettreiche Gewebe), fiihrt ein regelmaRiger Konsum jedoch mit hoher
Wabhrscheinlichkeit zu einer prolongierten Verweildauer dieser Substanzen im Organismus

und somit zu unabsehbaren Langzeiteffekten.

2.6.2.5 Schlussfolgerungen

Zusammengefasst ist deutlich zu erkennen, dass der Konsum synthetischer
Cannabinoide zu lebensbedrohlichen Zustanden fiihren kann, wobei die Ursachen hierfiir
noch nicht im Einzelnen mechanistisch geklart sind. Obwohl die Darstellungen und
Ergebnisse lediglich auf einer retrospektiven Auswertung einer geringen Patientenzahl
basieren, muss in Zusammenschau mit den zahlreichen in der Literatur beschriebenen
Fallbeispielen davon ausgegangen werden, dass mit dem Konsum von synthetischen
Cannabinoiden - verglichen mit dem Konsum von Cannabis-eine deutlich hdohere
Gesundheitsgefahr einhergeht. Weitere Indizien hierflr sind nicht zuletzt jlingst berichtete
Todesfalle, bei denen der Konsum von synthetischen Cannabinoiden auf Grund fehlender
exogener oder endogener Hinweise auf eine andere Todesart als todesursachlich gewertet

wurde!® 260,

2.6.3 Strafdenverkehrsdelikte
2.6.3.1 Einleitende Vorbetrachtungen

Entsprechend der gegenwairtigen deutschen Gesetzgebung ist das Fiihren eines
Kraftfahrzeugs unter dem Einfluss gangiger berauschender Mittel (z. B. Alkohol, Cannabis,
Opiate, Amphetamin oder Cocain) ein Rechtsverstoll, der je nach Tatbestand auf
unterschiedliche Weise geahndet wird. So handelt gemaR §24a StralRenverkehrsgesetz (StVG)

beispielsweise derjenige ordnungswidrig, der unter der Wirkung von THC ein Kraftfahrzeug
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fihrt ohne dass eine relative Fahruntiichtigkeit vorliegt (z.B. Fahrfehler oder
AusfalIerscheinungen)[zen. Wahrend laut §24a StVG der alleinige Nachweis von THC im Blut
der Fahrzeug fiihrenden Person fiir die Erflllung dieses Tatbestandes ausreicht, empfiehlt die
Grenzwertkommission mit ihrem Beschluss zu §24a StVG vom 20.11.2002 erst ab einem THC-

Grenzwert von 1,0 ng/mL (Serumkonzentration)[262]

von der Erflllung des Tatbestandes
auszugehen. VerstoRRe, bei denen zusédtzlich zum Einfluss der in der Anlage zu §24a StVG
aufgefiihrten Substanzen™® entweder eine relative Fahruntiichtigkeit (§316 Strafgesetzbuch,
StGB, Rausch im Verkehr)?®® oder eine Gefihrdung von Leib oder Leben eines anderen
Menschen oder fremder Sachen von bedeutendem Wert (§315c StGB, Gefdhrdung des

[264]

StraBenverkehrs durch die Einnahme berauschender Mittel) vorliegen, erfiillen dagegen

den Tatbestand einer Straftat.

Im Gegensatz zu THC werden synthetische Cannabinoide nicht von der geltenden
Rechtsvorschrift des §24a StVG bericksichtigt, weshalb sie von gangigen Nachweisverfahren,
die bei StraRenverkehrsdelikten zur Anwendung kommen, auch nicht erfasst werden. Hieraus
ergibt sich fiir Drogenkonsumenten ein wesentliches Motiv Rduchermischungen zu
konsumieren. Insbesondere fir Cannabiskonsumenten ergibt sich hierdurch die Moglichkeit
ihren  Cannabiskonsum  mit Rdauchermischungen zu substituieren und somit
Drogenscreenings, beispielsweise im Rahmen von Abstinenz- oder
StraRenverkehrskontrollen, zu unterwandernt>>>% 60621, Beriicksichtigt man die Ausfihrungen
des vorangegangenen Kapitels, so muss nach Konsum von synthetischen Cannabinoiden -
analog zu THC — jedoch mit Symptomen gerechnet werden, die mit einem sicheren Fihren
eines Kraftfahrzeugs nicht vereinbar sind. Dies soll an den folgenden drei Fallbeispielen
verdeutlicht werden, bei denen die Beschuldigten jeweils fiir einen Cannabiskonsum typische
Auffalligkeiten zeigten, in den zugehorigen Blutproben jedoch keine der in der Anlage zu

§24a StVG aufgefiihrten Substanzen nachgewiesen werden konnte.

2.6.3.2 Fallbeispiel 3

Ein 20-jahriger, mannlicher Autofahrer wurde im Rahmen einer allgemeinen

Verkehrskontrolle Gberpriift, wobei die Beamten Gleichgewichtsstérungen, eine gestorte

10 Aufgefiihrt sind die Substanzen THC, Morphin, Heroin, Cocain, Amphetamin, Methylendioxyamphetamin,
Methylendioxyethylamphetamin, Methylendioxymetamphetamin und Methamphetamin.
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Feinmotorik, vergréBerte Pupillen sowie eine stumpfe Gemitslage feststellten. Bei der ca.
80 Minuten spater folgenden Blutabnahme vermerkte der diensthabende Arzt zusatzlich
einen unsicheren Finger-zu-Finger-Versuch sowie eine verzogerte Pupillenreaktion auf
Lichtreize. Die Blutprobe wurde anschliefend auf synthetische Cannabinoide analysiert. Die

dabei erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 5 aufgeflhrt.

Tabelle 5 Ergebnisse der Serumanalytik fiir Fallbeispiel 3.

Nachgewiesener Analyt Serumkonzentration [ng/mL]
JWH-122 7,6
JWH-210 4,4*
JWH-019 1,7
AM-2201 0,31

* Wert lag oberhalb des héchsten Kalibrators und wurde extrapoliert.

2.6.3.3 Fallbeispiel 4

Ein 29 Jahre alter, maénnlicher Kraftfahrer wurde fiir eine allgemeine
Verkehrskontrolle angehalten. Wiahrend der Uberpriifung fanden die Beamten im Fahrzeug
Rduchermischungen des Typs ,,BooM“ sowie ,O0MG”. Die daraufhin veranlasste Blutabnahme
erfolgte ca. 50 Minuten spater, wobei der diensthabende Arzt Schwindelgefihl, vergroRRerte
Pupillen, eine verzogerte Pupillenreaktion auf Lichtreize sowie ein verzogertes Verhalten

festhielt. Tabelle 6 zeigt die Ergebnisse nach Analyse der Blutprobe.

Tabelle 6 Ergebnisse der Serumanalytik fiir Fallbeispiel 4.

Nachgewiesener Analyt Serumkonzentration [ng/mL]
JWH-210 6,2*
JWH-122 1,0

* Wert lag oberhalb des héchsten Kalibrators und wurde extrapoliert.

2.6.3.4 Fallbeispiel 5

Ein 22-jahriger, mannlicher Autofahrer sollte im Rahmen einer allgemeinen
Verkehrskontrolle Uberprift werden, flichtete allerdings und (berfuhr dabei zunéachst
mehrere rote Ampeln. Nach seiner Festnahme protokollierten die Polizeibeamten ein
teilnahmsloses und nervoses Verhalten, verlangsamte Bewegungsabldufe sowie eine trage
und verzogerte Pupillenreaktion auf Lichtreize. Wahrend der eineinhalb Stunden spater

erfolgten Blutabnahme wurden vom diensthabenden Arzt keine Auffalligkeiten festgestellt.
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Tabelle 7 fihrt die in der Blutprobe nachgewiesenen synthetischen Cannabinoide auf.

Tabelle 7 Ergebnisse der Serumanalytik fiir Fallbeispiel 5.

Nachgewiesener Analyt Serumkonzentration [ng/mL]
JWH-122 28*
JWH-210 2,5%
JWH-018 1,9
AM-2201 <0,10
JWH-307 <0,10
MAM-2201 <0,10
UR-144 <0,10

* Wert lag oberhalb des hochsten Kalibrators und wurde extrapoliert.

2.6.3.5 Schlussfolgerungen

Die oben beschriebenen Ausfallerscheinungen zeigen eindriicklich, dass der Konsum
von Rauchermischungen zu Symptomen fiihren kann, die mit dem sicheren Fiihren eines
Kraftfahrzeugs nicht vereinbar sind. Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit, dass der Konsum
von synthetischen Cannabinoiden im Rahmen von StraBenverkehrsdelikten vor allem dann in
Betracht gezogen werden muss, wenn Hinweise auf einen Cannabiskonsum vorliegen (z. B.
gerotete Konjunktiven, trage Pupillenreaktion, gestortes Gleichgewicht oder gestorte
Motorik), THC jedoch in der zugehoérigen Blutprobe nicht oder nur unterhalb des
Grenzwertes von 1,0 ng/mL bestimmbar ist. Unter Bertcksichtigung der deutlich héheren
Wirksamkeit der meisten bisher in Rauchermischungen nachgewiesenen synthetischen
Cannabinoide, muss auch von einer Beeintrachtigung der Fahrtiichtigkeit bei
Serumkonzentrationen deutlich unterhalb des THC-Grenzwertes ausgegangen werden.
Institutionen, die Blutproben von Verkehrsdelikten analysieren, sollten somit tGber Verfahren
zum Nachweis von synthetischen Cannabinoiden verfligen, um im Bedarfsfall gezielt auf
diese Substanzen testen zu kdnnen. Wie bereits in Kapitel 2.6.1.1 dieses Abschnittes gezeigt,
mussen jene Verfahren nicht nur Uber eine ausreichende Empfindlichkeit verfligen
(Nachweisgrenzen deutlich < 1,0 ng/mL), sondern ebenso regelmaRig an die gegenwartige
Substanzsituation angepasst werden. Nur so kann eine verstarkte Aufklarung von

StraBenverkehrsdelikten gewahrleistet werden.
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2.6.4 Untersuchungen zur Langzeitnachweisbarkeit synthetischer Cannabinoide
in humanen Serumproben

2.6.4.1 Einleitende Vorbetrachtungen

Die gutachterliche Beurteilung von Serumkonzentrationen verschiedener Drogen-
oder Medikamentenwirkstoffe gehort zur taglichen Fallarbeit in der forensischen Toxikologie.
So muss beispielsweise bei StraRenverkehrsdelikten, bei denen die bereits beschriebenen
Rechtsvorschriften §315c¢ oder §316 StGB berihrt werden, eine wirkungsbedingte
Fahruntlichtigkeit in jedem Einzelfall gesondert festgestellt werden, insofern ein positiver
Nachweis eines berauschenden Mittels in der Blutprobe des Angeklagten vorliegt
(Ausnahme: Trunkenheit im Verkehr). Substanzen, die auf Grund ihrer hohen Lipophilie ein
groRes Verteilungsvolumen aufweisen, sind bei diesen Betrachtungen von besonderer
Bedeutung. Es ist bekannt, dass THC umfangreich in tiefe Kompartimente verteilt wird und
dort akkumuliert!?®> 266], wodurch sich vor allem bei Dauerkonsumenten auf Grund der
Aufnahme regelmaRiger Dosen ein Depot aufbaut, aus dem die Substanz nur langsam ins
Blut rickverteilt wird. Daraus resultierend kann THC selbst nach Beginn der

Cannabisabstinenz noch Uber mehrere Tage im Serum nachgewiesen werden!?¢7270 |

n
Fillen, bei denen der Straftatbestand nach §315c oder §316 StGB erfillt ist und ein positiver
THC-Nachweis im Serum erbracht wurde, ergibt sich somit die Fragestellung, ob die
festgestellte THC-Konzentration auch wirklich eine akute, fiir den Tathergang relevante

Wirkung hervorrief.

Doch auch im Fall der Unterbringung in einem psychiatrischen Krankenhaus (§63 StGB)[m]
oder in einer Entzugsanstalt (§64 StGB)[m] kommt der Bewertung von
Serumkonzentrationen eine besondere Bedeutung zu. Dies ist insbesondere der Fall, wenn
die Frage eines wiederholten Konsums beantwortet werden muss. Wéahrend in solchen
Einrichtungen routinemalRig auf die Abstinenz von gangigen Drogen wie Alkohol, Cannabis,
Amphetamin oder Opiaten getestet wird, konnen die hierfir angewendeten
immunchemischen Screeningverfahren ein Ausweichen auf neuartige Drogen wie
beispielsweise synthetische Cannabinoide nicht anzeigen. Wird ein solcher Konsum jedoch
mittels eines spezifischen und hochempfindlichen Analysenverfahrens bewiesen (z. B. mit
LC/MS/MS), gilt zu entscheiden, ob die Therapie des Konsumenten wegen VerstoRes gegen
die Auflagen der Unterbringung abgebrochen und er in den geschlossenen Vollzug

Ubergeben wird. Wird die Therapie stattdessen unter Einrdumung einer weiteren
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Bewdhrungsmoglichkeit fortgefuhrt, ist der regelmafige Ausschluss eines Nachkonsums

unerlasslich fur eine erfolgreiche Behandlung.

Auf Grund der Tatsache, dass der Grofteil der bisher in Rduchermischungen identifizierten
synthetischen Cannabinoide durch eine ahnlich hohe Lipophilie wie THC gekennzeichnet ist
(z. B. JWH-122 und JWH-210), galt es zu untersuchen, ob die GesetzmaRigkeiten einer
prolongierten Nachweisbarkeit ebenfalls fiir diese Substanzen zutreffen. Wahrend im Falle
von THC zur Klarung dieser Fragestellung verschiedene Humanstudien durchgefihrt
wurden!?72%% 231\ ommen solche fiir synthetische Cannabinoide unter ethischen
Gesichtspunkten auf Grund der potentiellen Gesundheitsgefahrdung nicht in Betracht.
Deshalb musste im Rahmen der Arbeit auf authentische Proben aus der taglichen Fallarbeit

sowie auf Expositionsversuche zurlickgegriffen werden, um essentielle Kenntnisse lber die

Langzeitnachweisbarkeit synthetischer Cannabinoide in humanen Serumproben zu erhalten.

2.6.4.2 Fallbeispiele 6 und 7

Zwei mannliche Patienten entwickelten infolge eines eigens berichteten, mehrtagigen
Konsums einer Rdauchermischung eine schwere Psychose (Alter: 21 bzw. 23 Jahre). Beide
Patienten wurden daraufhin zunachst hospitalisiert und fiir 6 bzw. 12 Tage unter strenger
Uberwachung stationdr bis zu ihrer Entlassung behandelt, wobei iiber den jeweiligen
Behandlungszeitraum regelmaRig Serumproben zur Analyse abgenommen wurden. In

Abbildung 26 sind die Serumkonzentrationskurven beider Patienten dargestellt.

Fallbeispiel 6 Fallbeispiel 7

y =0,9191e°0.0746x
R2=0,960
ty2,e.=93

0,01

Serumkonzentration
JWH-210 [ng/mL]
o
=
Serumkonzentration
JWH-210 [ng/mL]
o
=

Zeit [Tage] Zeit [Tage]

Abbildung 26 Serumkonzentrationskurven der Fallbeispiele 6 und 7. Die gepunktete Linie kennzeichnet jeweils
das LLOQ der Quantifizierungsmethode (0,10 ng/mL). Der Zeitpunkt des ersten Messpunktes korreliert nicht
mit dem Zeitpunkt der Substanzaufnahme. Die Berechnung der terminalen Eliminationshalbwertszeit erfolgte
fir Fallbeispiel 7 unter Einbeziehung aller Messpunkte mit Ausnahme des initialen Messwertes.
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Es ist deutlich zu erkennen, dass die konsumierte Substanz JWH-210 Ulber den gesamten
Untersuchungszeitraum nachgewiesen werden konnte, obwohl ein erneuter Konsum
ausgeschlossen war. Auffallig ist ebenfalls, dass die Serumkonzentration beim Fallbeispiel 6
ab Tag 3 nicht mehr kontinuierlich sank, sondern sich stattdessen eine Plateauphase
entwickelte, in der die Konzentrationen um einen Wert von ca. 0,50 ng/mL schwankten. Hier
scheint es, dass die Rickverteilungs- den Eliminationsprozessen noch lGberwiegen, wodurch
sehr wahrscheinlich ist, dass JWH-210 auch noch lber einen deutlich langeren Zeitraum nach
Ende des stationdren Aufenthaltes hatte nachgewiesen werden kdnnen. Im zweiten Beispiel
ist hingegen ein langsamer und stetiger Riickgang der Serumkonzentration wahrend des
zwolftagigen Untersuchungszeitraumes zu erkennen. Setzt man voraus, dass zum Zeitpunkt
der zweiten Probe keine Umverteilung der Substanz mehr stattfindet und die Elimination den
Rickverteilungsprozessen Uberwiegt, kann mittels exponentieller Regression die
Zerfallskonstante A ermittelt und anhand der folgenden mathematischen Beziehung die
terminale Eliminationshalbwertszeit abgeschatzt werden.

Formel 1 Berechnung der Eliminationshalbwertzeit.

In2
t1/2,el. = ——

So ergibt sich im Falle des Fallbeispiels 7 eine abgeschitzte terminale

Eliminationshalbwertzeit von ca. 9,3 Tagen (R? = 0,960).

2.6.4.3 Fallbeispiele 8 bis 13

Wie bereits dargestellt, wurden im Rahmen der taglichen Fallarbeit mehr als 3300
Serumproben auf synthetische Cannabinoide untersucht. Zahlreiche dieser Proben stammten
hierbei von Straffilligen, die nach §63 oder §64 StGB in Therapieeinrichtungen zur
Behandlung ihrer  Drogensucht untergebracht waren. Abbildung 27 zeigt
Serumkonzentrationsverlaufe von Konsumenten, bei denen nach erstmalig erbrachtem
Konsumnachweis und anschlieBRender Verscharfung der Haftbedingungen (z. B. kein Ausgang,

Einzelunterbringung) Folgeproben zur weiteren Abstinenzkontrolle analysiert wurden.
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Abbildung 27 Serumkonzentrationskurven fiir die Fallbeispiele 8 bis 13. Die gepunktete Linie kennzeichnet
jeweils das LLOQ der Quantifizierungsmethode (0,10 ng/mL). Der Zeitpunkt des ersten Messpunktes korreliert
nicht mit dem Zeitpunkt der Substanzaufnahme. Die Berechnung der terminalen Eliminationshalbwertszeit
erfolgte in den Fallen 8 bis 10 sowie 13 unter Einbeziehung aller Messpunkte mit Ausnahme des initialen
Messwertes. * Auf Grund der zu geringen Probenzahl konnte lediglich eine Eliminationshalbwertszeit Gber den
gesamten Betrachtungszeitraum abgeschatzt werden.

Bei jedem dieser Beispiele ist ersichtlich, dass die anfangs detektierten Substanzen fiir zum
Teil mehrere Monate im Serum des entsprechenden Patienten nachgewiesen werden
konnten. Unter Beriicksichtigung aller Folgeproben ergaben sich fiir jene Fallbeispiele, fiir die
mindestens drei positive Folgeproben erhalten wurden, abgeschatzte terminale
Eliminationshalbwertzeiten von 5,5 bis 23 Tage (Fallbeispiele 8, 9, 10 und 13). Auf Grund
einer zur Berechnung der terminalen Eliminationshalbwertzeit nicht ausreichenden
Probenanzahl, wurde fir die Beispiele 11 und 12 stattdessen eine Eliminationshalbwertzeit
Uber den jeweilig gesamten Betrachtungszeitraum abgeschatzt, wobei 14 bzw. 15 Tage

erhalten wurden.
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Es sollte an dieser Stelle jedoch angemerkt werden, dass ein Nachkonsum bei diesen sechs
Fallbeispielen nicht vollstandig ausgeschlossen werden kann. Dem entgegen sprechen
allerdings  die  kontinuierlich  abfallenden  Konzentrationsverlaufe  sowie  die
Nichtnachweisbarkeit neuer synthetischer Cannabinoide in allen Folgeproben, beides
Kriterien, die als Uberaus typische Parameter fiir einen Nachkonsum anzusehen sind.
Dariber hinaus beruhen die berechneten Eliminationshalbwertszeiten lediglich auf einer

sehr geringen Probenanzahl und sollten deshalb nur als hinweisend betrachtet werden.

2.6.4.4 Expositionsversuche 1 und 2

Betrachtet man die Konzentrationsverlaufe und langen Nachweisfenster der bisherig
vorgestellten Fallbeispiele ist es naheliegend, dass ihnen mit hoher Wahrscheinlichkeit ein
regelmaRiger Konsum zu Grunde liegt. Bei einem einmaligen oder gelegentlichen Konsum
konnen die meisten Drogen lediglich fir ein bis zwei Tage im Blut im unteren ng/mL Bereich
nachgewiesen werden®#. Auf Grund bisher fehlender Daten zur Nachweisbarkeit
synthetischer Cannabinoide im Blut/Serum nach einem solchen einmaligen Konsum, sollte
anhand von zwei Expositionsversuchen ein Eindruck iber die zu erwartende Nachweisdauer

erhalten werden.

Im Rahmen dieser Versuche nahm ein mannlicher, 42-jahriger Freiwilliger peroral eine
Hartgelatinekapsel mit 5 mg reinem AM-694 ein, woraufhin folgend die Eliminationskinetik
Uber die Analyse von Serumproben verfolgt wurde. Wenige Monate spater wurde der
Expositionsversuch mit der Substanz AM-2201 wiederholt. In Abbildung 28 sind die

erhaltenen Konzentrationsverlaufe dargestellt.
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Expositionsversuche 1 und 2

--¢--AM-694 --&--AM-2201
c 10 ‘:
2 \
s S
= S
S E 01 N Tl
S W T
_2‘5 0,01 - “eee__ T -
3 0,001 TAmToommmeeees A "
&

0,0001 T
0 1 2 3 4 5 6
Zeit [Tage]

Abbildung 28 Serumkonzentrationskurven, die bei den Expositionsversuchen 1 und 2 erhalten wurden. Die
gepunktete Linie kennzeichnet das LLOQ der Quantifizierungsmethode (0,10 ng/mL).

Es ist zu erkennen, dass sich die Initialkonzentrationen beider Versuche erheblich
unterschieden. So war die Anfangskonzentration nach Aufnahme von 5 mg AM-694 um in
etwa das Zwanzigfache hoher verglichen mit der Aufnahme derselben Menge AM-2201.
Interessant ist hierbei, dass der Proband wahrend beider Versuche zu keinem Zeitpunkt
pharmakologische Effekte wahrnahm, obwohl die Initialkonzentrationen jeweils Werten
entsprachen, die nicht selten zu Intoxikationserscheinungen fiihren (Vgl. Tabelle 3).
Betrachtet man die Kurvenverlaufe, so fallt auf, dass die Elimination von AM-2201 langsamer
als jene von AM-694 ablief. Auf Grund der Tatsache, dass viele der jeweils in der terminalen
Eliminationsphase nachgewiesenen Konzentrationen im unteren ng/mL Bereich, d.h.
unterhalb der Bestimmungsgrenze (LLOQ) lagen und somit nur semiquantitativ betrachtet
werden  konnen, war eine  mathematische  Abschitzung der terminalen
Eliminationshalbwertszeit nicht moglich. Schlussendlich konnten beide Substanzen nach
einmaliger Aufnahme fir mindestens drei Tage nachgewiesen werden, wobei die langere
Nachweisbarkeit fir AM-2201 (ca.5,2Tage) vermutlich aus der hoheren

Nachweisempfindlichkeit fiir diese Substanz resultiert.

2.6.4.5 Schlussfolgerungen

Saito et al. stellten bei ihren postmortalen Untersuchungen von Gewebe- und
Blutproben eines 59-jdhrigen Mannes, der zuvor MAM-2201 konsumiert hatte, enorme
Unterschiede zwischen den Substanzmengen innerhalb des Untersuchungsgutes fest. So
ermittelten sie im Vergleich zum Leber-, Nieren- oder Hirn- eine um mehr als 80-fach héhere

)[260]

Substanzmenge im Fettgewebe (ca. 1,53 mg/g . In Zusammenschau mit den obigen
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Resultaten liegt somit die Vermutung nahe, dass lipophile synthetische Cannabinoide dhnlich
wie THC in hohem Umfang in tiefe Kompartimente verteilt werden (z. B. Fettgewebe). Dies
flhrt vor allem nach extensivem Konsum zu einer prolongierten Nachweisbarkeit auf Grund
einer langsamen Rickverteilung der Substanzen in die Blutbahn. Beriicksichtigt man, dass fir
THC bisher terminale Eliminationshalbwertzeiten von bis zu 13 Tagen berichtet wurden?%8]
erscheint es, dass dieser Effekt fiir die untersuchten synthetischen Cannabinoide
moglicherweise sogar noch starker ausgepragt sein konnte. Die Ergebnisse weisen folglich
eindeutig darauf hin, dass synthetische Cannabinoide nach Konsumende - in Abhangigkeit

von Haufigkeit und AusmaB des Konsums - ebenfalls bis zu mehreren Monaten in

Serumproben nachgewiesen werden kdnnen.

Fir die Beurteilung  von Serumkonzentrationen im Zusammenhang mit
Strallenverkehrsdelikten nach §315c und §316 StGB hat dies weitreichende Konsequenzen.
So muss unabhangig von der Konsumart eine lange Nachweisdauer synthetischer
Cannabinoide generell bericksichtigt werden. Vor allem niedrige Serumkonzentrationen
(< 1,0 ng/mL) missen nicht zwingend mit einer akuten und fur den Tathergang relevanten
Wirkung assoziiert sein. Demgegeniber ergibt sich jedoch aus Tabelle 3, dass offensichtlich
insbesondere unerfahrene Konsumenten anfallig sind, auch bei solch bereits verhaltnismaRig
niedrigen Serumkonzentrationen erhebliche Intoxikationserscheinungen aufzuweisen. Somit
darf auch in einem solchen Fall eine wirkungsbedingte Beeintrachtigung der Fahrtiichtigkeit

nicht grundsatzlich ausgeschlossen werden.

Im Rahmen einer Abstinenziiberwachung erscheint es bei vorliegendem Konsumnachweis als
empfehlenswert, in regelmaRigen Abstanden auf einen eventuellen Nachkonsum zu testen
(z. B. wochentlich). Nur hierdurch wird eine korrekte Interpretation der Analysenergebnisse
gewabhrleistet, da fiir die Beurteilung, ob ein Neukonsum stattgefunden hat, die individuellen
Konzentrationsverlaufe verfolgt werden missen. Auf Grund der Tatsache, dass die
Serumkonzentrationen in der spaten Phase der Elimination gering sind und lediglich sehr
langsam fallen, muss zusatzlich bericksichtigt werden, dass sie in Abhangigkeit des
Ausmales des Fettstoffwechsels ebenfalls leichten Schwankungen unterliegen kénnen. Jene
konnen insbesondere durch Diat, Stress oder bestimmte Medikationen verursacht werden
(z. B. durch Einnahme von Hormonen, Antidiabetika oder Statinen). Somit muss auch die
Moglichkeit leicht ansteigender Serumkonzentrationen in aufeinander folgenden Proben in

Betracht gezogen werden. Solange weder neue Substanzen noch betrachtlich ansteigende
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Substanzkonzentrationen nachgewiesen werden kénnen, mdussen niedrige
Serumkonzentrationen in positiven Folgeproben daher als Konsequenz einer langen
terminalen Eliminationshalbwertzeit angesehen werden. Demzufolge darf bei Verwendung
lediglich qualitativer Nachweisverfahren bei Vorliegen eines positiven Analysenergebnisses

im Zweifelsfall nicht automatisch von einem wiederholten Konsum ausgegangen werden.
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3 Nachweis synthetischer Cannabinoide in humanen Oral Fluid-Proben
3.1 Einleitende Vorbetrachtungen

Mit der Entwicklung der Serumanalytik fiir synthetische Cannabinoide bestand fir
zahlreiche Drogenentzugseinrichtungen zum ersten Mal die Méglichkeit, von nun an gezielt
auf den Konsum dieser Substanzen testen zu lassen. Trotzdem haufte sich bereits kurze Zeit
nach Beginn ihrer routinemaBigen Anwendung die Anfrage, ob ebenfalls der Nachweis in
Urinproben moglich sei, da fir ihre Abnahme kein invasives Verfahren erforderlich ist. Im
Falle des Nachweises synthetischer Cannabinoide hat die Verwendung von Urin als
analytisches Probengut jedoch bestimmte Nachteile. Unter dem Aspekt, dass die
Muttersubstanzen synthetischer Cannabinoide im Allgemeinen renal nicht in unveranderter

(203, 204, 209, 213, 218] "tollen deren Metaboliten die analytischen

Form ausgeschieden werden
Targets im Urin dar. Dies macht jedoch die vorherige ldentifizierung und strukturelle
Charakterisierung der Hauptmetaboliten aller Substanzen erforderlich!?00-21% 217219, 2731 " i iy
entsprechende Analysenverfahren aufgenommen werden sollen. Auf Grund des hohen
Zeitaufwandes, den dieses Vorgehen mit sich bringt, ergibt sich somit nicht selten eine
betrachtliche Verzégerung zwischen dem Aufkommen neuer synthetischer Cannabinoide auf
dem Drogenmarkt und ihrer endgiltigen Aufnahme in ein Urinscreening. Doch selbst bei
gegebener Substanzabdeckung wird die Befundinterpretation im Rahmen der
Abstinenzkontrolle erschwert. Da die prolongierte Nachweisbarkeit der Muttersubstanzen in
Serum eine ebenso lange in Urin nach sich zieht, reicht ein gualitatives Analysenergebnis
bei positiven Folgeproben meist nicht aus, um die Untersuchungsergebnisse hinsichtlich
eines Nachkonsums verldsslich bewerten zu konnen. Stattdessen ist auch fir Urinproben

eine quantitative Betrachtung erforderlich. Dies wird wiederrum durch die fehlende

Verfligbarkeit von Referenzstandards erheblich erschwert.

Wahrend diese Nachteile bei der Analytik von Serumproben nicht gegeben sind, ist die
Gewinnung einer Blutprobe in vielen Institutionen jedoch nicht oder nur schwer
durchfiihrbar. Dies liegt in vielen Fallen entweder am Mangel zur Blutabnahme befugten
Personals oder an der Tatsache, dass ein vendser Zugang insbesondere bei einer Giber lange
Zeit bestehenden Heroinabhangigkeit nicht mehr gegeben sein kann. Auf Grund dieser
Bedingungen ergab sich fiir die Abstinenzkontrolle folglich die Suche nach einer alternativen

Matrix mit den folgenden Charakteristika: (1) einfache und nicht invasive Probennahme, (2)
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Nachweis der Muttersubstanzen sowie (3) kleine Nachweisfenster, wodurch die

Identifizierung eines erst kurz zuriickliegenden Konsums erleichtert werden soll.

Unter Oral Fluid (OF) versteht man jene Probenmatrix, die sich aus den Sekreten des
Mundraumes, vorwiegend der drei Haupt-'* und zahlreichen weiteren kleineren
Nebenspeicheldrisen auf der Zunge oder der Mundschleimhaut, zusammensetzt. In OF
lassen sich neben dem Hauptbestandteil Wasser (ca. 99 %) sowie lonen und Proteinen ferner
auch Epithelzellen, Bakterien und ggf. Speisereste finden. Der Mensch produziert in
Abhangigkeit von Alter, circadianen Rhythmen, Gesundheitszustand, hormonellem Status,
verschiedenen Stimuli (z. B. Geschmack oder Geruch), Medikation sowie weiteren
zahlreichen Einfllissen ca. 500 bis 1500 mL Speichel am Tag. Hierbei kann der Speichelfluss je
nach Situation zwischen 0 und 6 mL/min betragen. Auf Grund des hohen Wassergehaltes ist

Speichel im Vergleich zu Serum hypoton®’® *’7),

Die Verwendung von OF als analytische Matrix hat im Vergleich zu Serum und Urin zahlreiche
Vorteile. Die Probengewinnung von OF erfolgt im Gegensatz zu Serum nicht invasiv, wodurch
das Infektionsrisiko minimiert und kein medizinisch geschultes Personal erforderlich ist. Im
Gegensatz zu Urin verletzt die Probennahme einerseits weniger die Privatsphare des
Probanden und ist andererseits leichter zu beobachten, womit eine Manipulation der Probe
erschwert wird. Da zudem haufig die Muttersubstanzen einer Reihe von Drogen- und
Medikamentenwirkstoffen in OF detektierbar sind, gilt OF in der klinischen und forensischen
Analytik seit mehreren Jahren als besonders geeignete, alternative Matrix zu Serum oder

Urin [277-280]

Sich im Blut befindende Substanzen konnen theoretisch tber alle bekannten Transportwege
in den Speichel gelangen. Hierbei ist jedoch vor allem der passive Transportweg durch die
Membranen der Speichel sezernierenden Zellen von Bedeutung, weshalb das AusmaR der
Membranpassage hauptsachlich von der Plasmaproteinbindung, dem pK,;-Wert, der
Lipophilie sowie dem Molekulargewicht der betrachteten Substanz abhéngt[276]. Zahlreiche
Drogen kdnnen nach ihrer Aufnahme in OF nachgewiesen werden, wobei auf Grund der pH-

Unterschiede zwischen Serum (7,4) und OF (4 —6) insbesondere schwache Basen infolge

n Ohrspeicheldriise (Glandula parotidea), Unterkieferspeicheldriise (Glandula submandibularis) und

Unterzungenspeicheldriise (Glandula sublingualis).
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eines ,ion trappings” sowohl in héherem Ausmald als auch fiir langere Zeit in OF detektiert

werden kénnen (z. B. Amphetamin und Opiate)[m].

Basierend auf diesen Charakteristika galt OF somit als vielversprechende Analysenmatrix flr
die Anwendung im Rahmen der Abstinenzkontrolle, weshalb sich dieser Teil der vorliegenden
Arbeit auf die Entwicklung von Nachweismethoden sowie auf Studien zur Nachweisbarkeit

und Stabilitat synthetischer Cannabinoide in OF-Proben konzentrierte.

3.2 Nachweis von synthetischen Cannabinoiden in OF mithilfe des Drager DCD
5000 Probensammlers

Fiir die Abnahme einer OF-Probe existieren derzeitig verschiedene Methoden, die
sowohl die Viskositdt der OF-Probe als auch das erhaltene Probenvolumen verschiedenartig
beeinflussen. Am haufigsten kommen speziell entwickelte Systeme zur Anwendung, die eine
schnelle und reproduzierbare Probennahme innerhalb weniger Minuten gewahrleisten.
Hierbei handelt es sich entweder um ein schwammartiges Polymer, das die Probe bei Kontakt
mit der Mundhohle aufsaugt, oder um eine meist Zitronensdure haltige Losung, die den
Speichelfluss anregt und nach kurzer Verweilzeit im Mundraum in ein geeignetes
Sammelgefal} Gberflihrt wird. Beide Systeme verwenden haufig zusatzliche Pufferlésungen
zur Stabilisierung der Probe bzw. der Analyten nach erfolgter Probennahmel?”728%, Derartige
Zusatze sowie die Anregung des Speichelflusses fihren jedoch zu einer Verdiinnung der OF-
Probe und somit zu einer Verfalschung der Probenkonzentration, weshalb nur noch
semiquantitative Rlickschliisse moglich sind. Ferner kdnnen die verwendeten Pufferlésungen
ebenfalls Interferenzen bei einer LC/MS(/MS)-Analytik verursachen. Als weiterer Nachteil
ergibt sich, dass lipophile Analyten wie beispielsweise nattirliche Cannabinoide oder einzelne
Benzodiazepine haufig in hohem Ausmal} an das Polymer des Probensammlers adsorbieren
und einem Nachweis somit schlechter zuganglich sind. Dies kann ggf. zu falsch-negativen
Ergebnissen fuhren 28! Ein Beispiel fiir einen solchen Polymerbasierten Probennehmer ist
der DCD 5000 der Firma Drager, der in Abbildung 29 dargestellt ist. Der DCD 5000 besteht
aus einem Handstlick, in das der Polymerprobennehmer eingefasst ist. Am hinteren Ende des
Probennehmers befindet sich ein Volumenindikator, der den Endpunkt der Probennahme
durch Blaufarbung anzeigt. Die Probennahme wird wie folgt durchgefiihrt. Im Falle einer
kurzzeitig zuriickliegenden nasalen oder oralen Aufnahme von Substanzen wird empfohlen,

zunachst mindestens 10 Minuten bis zur Probennahme zu warten. Nach Herausnahme aus
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dem Transportrohrchen, wird der Speichelsammler an der Mundschleimhaut der
Wangeninnenseite des Probanden platziert und dort vorsichtig von einer Seite zur anderen
bewegt, ohne dass am Probensammler gesaugt oder auf ihm gekaut wird. Nach Farbung des
Volumenindikators wird der Sammler anschlieBend zurlick in das Transportrohrchen gesteckt
und dieses mit dem Deckel verschlossen. Durch die Verwendung des DCD 5000 wird somit
eine schnelle und reproduzierbare Probennahme gewahrleistet. Fir den Fall, dass mehrere
Proben gleichzeitig von demselben Probanden abgenommen werden sollen (z. B. flir eine
Mehrfachbestimmung), kdnnen zwei Probensammler an ihrer Riickseite zusammengesteckt
und die Probennahme wie beschrieben durchgefiihrt werden. Die OF-Probe wird erhalten,
indem der Probennehmer mit dem Auswurfhebel in ein geeignetes Rohrchen ausgestofRen

und die Probe anschliefend durch Zentrifugation abgetrennt wird.

Angesichts dessen, dass der DCD 5000 in der Arbeitsgruppe bereits erfolgreich im Rahmen
eines Projektes zum Nachweis von Benzodiazepinen in OF eingesetzt werden konnte, wurde
zundchst versucht, eine Nachweismethode fiir synthetische Cannabinoide in OF unter

Verwendung dieses Probennehmers zu entwickeln.

Handsttick

Auswurfhebel

Volumenindikator

Probennehmer

Abbildung 29 Speichelprobensammler DCD 5000 der Firma Drager.

3.2.1 Entwicklung der Nachweismethode

Auf Grund der Tatsache, dass synthetische Cannabinoide in Form der
Muttersubstanzen in OF nachgewiesen werden konnen, konnte die bereits fiir die
Serumanalytik entwickelte LC/ESI-MS/MS-Methode verwendet werden. Folglich galt es im
Rahmen der Methodenentwicklung lediglich noch ein geeignetes Protokoll zur Extraktion der
Zielanalyten aus der Probenmatrix zu entwickeln. Hierbei stellte sich folgendes Vorgehen als

geeignet heraus, die Analyten aufzukonzentrieren. Nach AusstolRen des Probennehmers in
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ein Zentrifugationsréhrchen erfolgte die Zugabe von 1 mL Ethanol. Hierdurch sollten sowohl
Probenreste vom Polymer abgel6st als auch feste Matrixbestandteile aus der OF-Probe durch
Ausfdllung abgetrennt werden. Im Anschluss wurde die ethanolische Probe zur Trockne
gebracht, der Riickstand in Puffer rekonstituiert und mittels des bereits verwendeten
Gemisches aus n-Hexan/Ethylacetat extrahiert. Vorversuche zeigten, dass durch Verwendung
des DCD 5000 ca. 330 uL OF als Probenvolumen erhalten werden. Daher wurde fur die
Methodenvalidierung ein Probenvolumen von 333 pL verwendet. Der genaue Ablauf der
Probenvorbereitung fiir authentische Proben und Validierungsproben ist in Kapitel 5.4.3 bzw.

5.4.4 des Teils Material und Methoden beschrieben.

3.2.2 Validierungsergebnisse

Die Methode zum Nachweis synthetischer Cannabinoide in OF-Proben wurde
anschlieRend ebenfalls nach forensischen Richtlinien validiert, wobei das Substanzspektrum
jenem der zuvor validierten Serummethode entsprach (30 Substanzen). Die Ergebnisse
waren hinsichtlich Selektivitdt, Matrixeffekten sowie Autosamplerstabilitdit mit denen der
Validierung der Serummethode vergleichbar. Fir eine detaillierte Diskussion der Ergebnisse

f [115]

sei an dieser Stelle au verwiesen. Im Folgenden soll lediglich kurz auf die wesentlichen

Unterschiede eingegangen werden.

Bei den Untersuchungen zur Linearitat und Prazision zeigte sich, dass die von der GTFCh
geforderten Kriterien fur 28 der 30 untersuchten Analyten erfillt waren und sich die
entwickelte Methode somit zur quantitativen Bestimmung von allen Analyten auller JWH-
307 und CRA-13 eignet. Als analytische Grenzen wurden LOD-Werte zwischen 0,015 -
0,9 ng/mL und LLOQ-Werte zwischen 0,15-3,0 ng/mL erhalten (siehe Tabelle XIV und
Tabelle XV im Anhang), wodurch ersichtlich wird, dass die Zielanalyten mit der
Nachweismethode im Vergleich zum Serumnachweis ebenfalls hochempfindlich in OF
nachgewiesen werden kénnen. Da das Probenvolumen, das durch Verwendung des DCD
5000 Probensammlers erhalten wird (ca. 330 uL), nicht fiir eine Mehrfachbestimmung der
Probe ausreicht, wurde auf Untersuchungen zur Einfrier-/Auftaustabilitat verzichtet.
Stattdessen galt es zu Uberpriifen, ob die oben beschriebene Problematik, dass lipophile
Analyten haufig an das Polymermaterial von Probennehmern adsorbieren, ebenfalls fiir den

DCD 5000 besteht. Hierflir wurden die Analytmengen bestimmt, die nach unterschiedlich
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langem Kontakt mit dem Polymer des Probensammlers wiedergefunden werden (siehe
Tabelle XIX im Anhang). Es zeigte sich, dass die Analyten bereits nach einem finfminitigen
Kontakt mit dem Probensammler in erheblichem Umfang an dessen Oberflache adsorbieren
und somit einem Nachweis entzogen werden (Wiederfindungen <77 %; RSD <19 %). Nach
drei Tagen duBerte sich dieser Effekt noch deutlich umfangreicher, da der Grofiteil der
Analyten entweder nur noch im Bereich der Nachweisgrenze oder gar nicht mehr
detektierbar war. Lediglich fir Analyten mit einem basischen Morpholin- oder
Piperidinsubstituenten (z. B. JWH-200 oder AM-2233) konnten hohere Wiederfindungen
festgestellt werden. Die Problematik, dass synthetische Cannabinoide an die
Polymeroberfliche eines Probensammlers adsorbieren kdnnen, beobachteten ebenfalls
Coulter et al. bei der Verwendung des Probensammlers Quantisal. Im Rahmen ihrer Studien
betrug der hierdurch verursachte Analytverlust bis zu 45 %, wobei der Probensammler
unmittelbar nach erfolgter Probennahme zur Probenstabilisierung in einer speziellen

(1981 |m Falle des DCD 5000 konnten die Analytwiederfindungen

Pufferlésung gelagert wurde
betrachtlich erhéht werden, indem die Probensammler bis zur Analyse der Probe in Ethanol
gelagert wurden (Wiederfindungen > 43 %; RSD < 9,2 %). Demnach ist es bei Verwendung
des DCD 5000 generell zu empfehlen, den Probensammler unmittelbar nach erfolgter
Probennahme durch Lagerung in Ethanol zu stabilisieren. An dieser Stelle muss jedoch
angemerkt werden, dass im Rahmen der Stabilitdtsstudien nicht weiter untersucht wurde,

inwieweit der Adsorptionseffekt bei unstabilisierten Probensammlern sattigbar, d. h.

konzentrationsabhangig ist.

3.2.3 Ergebnisse authentischer, gepaarter Serum- und OF-Proben

Die entwickelte und validierte Nachweismethode wurde im Zeitraum von Dezember
2010 und Januar 2012 zur Analyse von insgesamt 264 authentischen OF-Proben, die mit dem
DCD 5000 abgenommen wurden, verwendet. Der Grofdteil der Proben stammte dabei
hauptsachlich aus forensischen Therapieeinrichtungen im Zuge der Abstinenzkontrolle.
Obwohl alle Auftraggeber im Vorfeld auf die Problematik hingewiesen wurden, dass die
Probensammler durch die Zugabe von Ethanol stabilisiert werden sollten, wurde der Grofteil
der Proben unstabilisiert eingesandt. Insgesamt wurden in 31 Proben (12 %) synthetische

Cannabinoide nachgewiesen, wobei 12 verschiedene Substanzen detektiert werden konnten.



Ergebnisse und Diskussion 79

In Abbildung 30 ist ein Ausschnitt aus dem extrahierten lonenchromatogramm einer positiv

auf synthetische Cannabinoide getesteten OF-Probe dargestellt.
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Abbildung 30 Ausschnitt aus dem extrahierten lonenchromatogramm einer authentischen OF-Probe. Vier
synthetische Cannabinoide wurden nachgewiesen. (A;) AM-2201 0,33 ng/mL, (A,) JWH-018 0,30 ng/mL, (As)
JWH-122 < 0,15 ng/mL, (A,) JWH-210 12 ng/mL; (IS;) Ds-JWH-200, (IS,) D,-JWH-015, (IS3) Ds-JWH-250, (IS,) Dg-
JWH-073, (ISs) D1;-JWH-018, (ISg) Dg-JWH-007, (IS;) Dg-JWH-081, (ISg) Dg-JWH-122, (ISg) Dg-JWH-210.

In 134 der 264 untersuchten Fille wurde zeitgleich zur OF- ebenfalls eine Serumprobe
abgenommen, so dass hierdurch ein erster qualitativer Vergleich der Analysenergebnisse in
beiden Matrices moglich war. In 26 dieser Fille wurden in der zugehorigen Serumprobe
synthetische Cannabinoide nachgewiesen. Dies war ebenso in 24 der zugehdrigen OF-Proben

der Fall. In Tabelle 8 sind die Analysenergebnisse jener 26 gepaarten Proben aufgefiihrt.
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Tabelle 8 Analysenergebnisse von 26 OF-Proben, deren korrespondierende Serumproben positiv auf synthetische Cannabinoide getestet wurden. OF- und Serumproben
wurden gleichzeitig von demselben Patienten abgenommen.

AM-694 AM-2201 JWH-018 JWH-019 JWH-081 JWH-122 JWH-203 JWH-210 JWH-250 MAM-2201 RCS-4

Fall Nr. Probe [ng/mL]  [ng/mlL] [ng/mL]  [ng/mL]  [ng/mL]  [ng/mL]  [ng/mL]  [ng/mLl]  [ng/ml] [ng/mL] [ng/mL]

1 Serum = = = = 1,5 = = = = = =
OF = - - - <0,15 = = = = = =

Serum - - - - 0,12 - - - - - -

2 OF - - - - 0,41 - - - - - -
Serum = = = = = 0,28 = = = = =

3 OF = = = = = 0,40 = = = = =
4 Serum - - - - - 0,25 - - - - -
OF - - - - - 0,16 - - - - -

c Serum = = = = = 0,47 = = = = =
OF = = = = = 2,7 = = = = =

6 Serum - - - - - 0,82 - - - - -
OF - - - - - 4,9 - - - - -

Serum - - - - - - - 0,65 - - -

’ OF - - - - - - - 1,3 - - -
Serum - - - - <0,10 0,67 - - - - -

8 OF - - - - 0,16 <0,15 - - - - -
Serum - - - - 0,12 - - 0,10 - - -

? OF - - - - 0,36 - - <0,15 - - -
Serum - - - - 0,27 - - 0,11 - - -

10 OF - - - - 0,66 - - <0,15 - - -
Serum - - - - 0,13 - - <0,10 = = =

1 OF - - - - 0,17 - - <0,15 - - -
Serum - - - - - 0,24 - <0,10 - - -

12 OF - - - - - <0,15 - 0,96 - - -
13 Serum = = = = = = = 0,22 = = =
OF = = = = = 7,2* = 269* = = =

14 Seruam - - - - - - - 0,35 - - -
OF - - - - - <0,15 - 1,8 - - -

15 Serum - - - - - 0,26 - 1,0 - - -
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Fall Nr. Probe AM-694 AM-2201 JWH-018 JWH-019 JWH-081 JWH-122 JWH-203 JWH-210 JWH-250 MAM-2201 RCS-4
[ng/mL]  [ng/mlL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
OF - - - - - - - 1,1 - - -
Serum - - - - - - - 0,10 - - -
16
OF - - - - - - - 0,30 - - <0,15
Serum - - - - - 0,20 - 2,8% - - 0,68
17 OF - - - - - <0,15 - 4,8 - - 5,3
Serum - - - - <0,10 - - 1,4 - - 0,10
18 OF - - - - 2,1 <0,15 - 54%* - - 5,0
19 Serum - 0,18 - - - 0,22 - - - - -
OF° - 8,6* 0,41 - - <0,15 - - - - -
20 Serum - 0,22 - - - 0,23 - 1,6 - - -
OF 0,43 0,48 1,2 - - 1,2 - 457* - - -
o Serum - 1,9 - - - 4,4* - 8,3* - - -
OF - 22% 0,53 <0,15 - 37* - 52* - - -
99 Serum - - - - - - - 0,92 - - -
OF° - 1,2 <0,15 - - 3,5 0,51 154* - - -
23 Serum - 0,33 0,23 - - 0,37 - 2,0 - - -
OF - 0,33 0,30 - - <0,15 <0,15 12* - - -
" Serum - - - - - 11* - - - - -
OF° - 0,44 1,2 0,61 - 381* - 15* - 0,41 -
Serum - - - - - 0,22 - - - - -
25
OF - - - - - - - - - - -
Serum - - - - 2,7* - - 0,43 0,20 - -
26
OF - - - - - - - - - - -

® Pad des Speichelsammlers wurde mit Ethanol stabilisiert

* OF- und Serumkonzentrationen oberhalb des héchsten Kalibranten wurden extrapoliert
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Diese hohe Ubereinstimmung der qualitativen Analysenergebnisse war insofern
Uiberraschend, da angesichts der nicht gegebenen Stabilisierung der Mehrheit der OF-Proben
mit erheblichen Nachweisproblemen infolge von Adsorptionsverlusten gerechnet werden
musste. Stattdessen gaben die verhaltnismadRig hohen OF-Konzentrationen, die in den Fallen
13, 18, 20 und 21 festgestellt wurden, Anlass zu der Vermutung, dass die Oberflache des
Probensammlers séattigbar ist und die Problematik des Adsorptionsverlustes bei OF-Proben
mit sehr hohen Konzentrationen deutlich weniger ausgepragt ist. Darliber hinaus wiesen die
Falle 13, 20, 22 und 24, bei denen im Vergleich zur korrespondierenden Serum- eine liberaus
hohe OF-Konzentration bestimmt wurde, auf das Erfassen von hohen Substanzmengen hin,
die nach dem Rauchen in der Mundhdhle verbleiben. Eine solche Kontamination der
Mundhohle kann haufig nach einem inhalativen, nasalen oder oralen Konsum beobachtet
werden und duBert sich typischerweise in stark erhéhten Probenkonzentration in enger

zeitlicher N3he zur Substanzaufnahme!?”” 27% 289,

3.2.4 Schlussfolgerungen

Aus der hervorragenden Ubereinstimmung der qualitativen Analysenergebnisse
beider Matrices kann zunachst abgeleitet werden, dass sich OF in Fallen, in denen eine
Blutabnahme nicht realisierbar ist, als geeignete Alternative zur Blutanalytik anbietet.
Problematisch erscheint, dass bei Verwendung von speziellen Probeabnahmesystemen mit
Analytverlusten infolge der Adsorption an polymere Oberflachen gerechnet werden muss. Da
im Falle des DCD 5000 Probensammlers keine Hilfsmittel zur Verhinderung von
Adsorptionseffekten vom Hersteller angeboten bzw. mitgeliefert werden, muss die die Probe
abnehmende Person selbstandig fiir eine solche Stabilisierung sorgen, um bei sehr geringen
Probenkonzentrationen falsch-negativen Ergebnissen vorzubeugen. Dies erfordert einen
zusatzlichen Aufwand bei der Probennahme und reduziert somit die Praktikabilitat des DCD
5000 erheblich. Solange eine Stabilisierung gewahrleistet wird, ist der DCD 5000 fiur die

Analyse synthetischer Cannabinoide in OF gut geeignet.
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3.3 Nachweis von synthetischen Cannabinoiden in neat OF mithilfe des
Biophor RapidEASE Probensammlers

Eine weitere Moglichkeit zur Abnahme einer OF-Probe ist die Expektoration. Hierbei
wird die erforderliche Probenmenge in ein geeignetes GefdR gespuckt, wodurch
unverdinnter OF, sogenannter ,neat OF“ (nOF), erhalten wird. Obwohl diese Methode unter
Umstdnden als unangenehm empfunden wird und ein reduzierter Speichelfluss die
Probennahme erschweren kann (z.B. durch die Einnahme anticholinerg wirkender
Substanzen), liefert sie im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Probensammlern reale OF-
Mengen, wodurch eine verldssliche Bestimmung der Substanzkonzentration ermdoglicht

d?7828 Ein Nachteil ist, dass nOF-Proben im Vergleich zu OF-Proben, die mit einem

wir
speziellen Probennehmer erhalten werden, im Allgemeinen einen deutlich héheren Anteil

fester Matrixbestandteile beinhalten (z. B. Zelltrimmer, Proteine).

Wegen der geringen Akzeptanz des DCD 5000 Probensammlers seitens der Auftraggeber
sowie der Adsorptionsproblematik, sollte deshalb versucht werden, eine geeignete Methode
zum Nachweis synthetischer Cannabinoide in nOF zu entwickeln. Hierdurch sollten
zuverlassige und vergleichbare quantitative Ergebnisse gewahrleistet werden. Darliber
hinaus sollte die Methode fir Studien zur allgemeinen Nachweisdauer synthetischer
Cannabinoide in OF angewendet werden, um ermitteln zu konnen, ob sich diese

Probenmatrix zum Nachweis eines erst kurz zuriickliegenden Konsums eignet.

Zur Probennahme wurde der Biophor RapidEASE Probensammler ausgewahlt. Hierbei
handelt es sich um ein aus hochwertigem Borosilikatglas bestehenden Réhrchen, das mit
einem Trichter zum Auffangen der nOF-Probe versehen ist (Abbildung 31). Die Probennahme
wird wie folgt durchgefiihrt. Vor der Probennahme spiilt der Proband zunachst seinen Mund
mit Wasser und wartet anschlieBend fir ca. 10 Minuten. Nach Aufschrauben des blauen
Auffangtrichters auf das Probenréhrchen spuckt der Proband anschlieBend solange in das
Probenrohrchen bis das erforderliche Mindestvolumen von ca. 2 mL erreicht ist (erkennbar
an einer schwarzen Linie zur Volumenanzeige). Der Auffangtrichter wird entfernt und das

Probenrdohrchen verschraubt und zum Analysenlabor versendet.
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Abbildung 31 nOF-Probensammler RapidEASE der Firma Biophor.

3.3.1 Entwicklung der Nachweismethode

Auch in diesem Fall konnte auf die bereits bestehende LC/ESI-MS/MS-Methode
zurlickgegriffen werden, so dass erneut lediglich ein geeignetes Verfahren zur Extraktion der
Zielanalyten aus der Probenmatrix entwickelt werden musste. Als Probenvolumen wurden
200 pL nOF gewahlt. Im Gegensatz zu den beiden zuvor beschriebenen Nachweismethoden
stellte sich in Vorversuchen heraus, dass eine flussig-fliissig-Extraktion keine ausreichend
hohen Extraktionsausbeuten gewdhrleistet. Auch eine vorherige Zentrifugation der Probe,
um die festen Matrixbestandteile abzutrennen, war nicht zielfiihrend, da die resultierenden
Extraktionsausbeuten nochmals geringer ausfielen. Moglicherweise konnen diese Resultate
auf starke Wechselwirkungen zwischen den Analyten und den festen Matrixbestandteilen
der Probe zuriickgefiihrt werden, die mittels einer flissig-fliissig Extraktion nicht ausreichend
iberwunden werden kénnen. Ahnliche Befunde wurden ebenfalls fiir THC in nOF von Molnar

2861 " purch Zugabe von eiskaltem Acetonitril konnten die

et al. beschrieben
Matrixbestandteile gefallt und die Zielanalyten erfolgreich aufkonzentriert werden. Der
genaue Ablauf der Probenaufarbeitung ist unter 5.5.3 im Teil Material und Methoden

beschrieben.

3.3.2 Validierungsergebnisse

An dieser Stelle wird auf die Kernergebnisse der Validierung hingewiesen. Flr eine

f [122]

detaillierte Diskussion der Validierungsergebnisse wird au verwiesen.

Alle Substanzen erfiillten die von der GTFCh erhobenen Kriterien fiir eine prazise quantitative
Bestimmung (siehe Tabelle XXI im Anhang). Da fir die Substanzen AM-2233 sowie
WIN 48,098 kein geeigneter ISTD gefunden werden konnte, um die umfangreichen
Matrixeffekte auszugleichen, ist fir sie lediglich eine semiquantitative Bestimmung maglich.

Als analytische Grenzen wurden LOD-Werte zwischen 0,02 — 0,40 ng/mL und LLOQ-Werte
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zwischen 0,20 — 4,0 ng/mL erhalten (siehe Tabelle XX im Anhang). Hierdurch zeigte sich, dass
die Zielanalyten auch in nOF mit der Nachweismethode hochempfindlich nachgewiesen
werden koénnen. Im Rahmen der Stabilitatsstudien wurde fir JWH-307 nach mehrmaligem
Einfrieren und Auftauen reproduzierbar eine Wiederfindung von 69 — 77 % festgestellt (siehe
Tabelle XXV im Anhang). Aus diesem Grund wurde die Substanz bei allen folgenden
Anwendungen der Methode ebenfalls nur semiquantitativ bestimmt. Fir alle restlichen
Analyten ergaben sich unter diesen Lagerungsbedingungen keine Hinweise auf Instabilitaten,
so dass bei Reanalyse einer nOF-Probe keine relevante Abnahme der Substanzkonzentration

zuU erwarten ist.

3.3.3 Untersuchungen zur Nachweisbarkeit von synthetischen Cannabinoiden in
authentischen nOF-Proben

3.3.3.1 Expositionsversuch 3

Um erste Kenntnisse zur Langzeitnachweisbarkeit und etwaigen Verteilungsprozessen
synthetischer Cannabinoide in nOF zu erhalten, nahm ein ménnlicher Proband peroral eine
Hartgelatinekapsel mit 5 mg reinem AM-2201 ein. Eine Kontamination des Mundraumes
konnte Uber diesen Applikationsweg ausgeschlossen werden. Daraufhin wurden Gber einen
Zeitraum von 25 Stunden sowohl Serum- als auch nOF-Proben abgenommen. Die
Serumproben wurden anschliefend bei — 20 °C aufbewahrt. Die Lagerung der nOF-Proben
erfolgte bei 4°C, da entsprechende Vorversuche gezeigt hatten, dass hierdurch eine
ausreichende Analytstabilitat gewahrleistet ist?*”. Die Analyse der Proben wurde spatestens
sieben Tage nach erfolgter Probennahme durchgefiihrt. Der Proband nahm erneut keine

pharmakologischen Effekte war.

Wie in Abbildung 32 ersichtlich, konnte AM-2201 J(dber den gesamten
Untersuchungszeitraum in Serum nachgewiesen werden. Gleichzeitig wurde die Substanz in
einer nOF-Probe mit einer Konzentration nahe dem LOD der Nachweismethode detektiert.
Unter Berlcksichtigung, dass sich die hier festgestellten Serumkonzentrationen in einer
GroBenordnung bewegen, die haufig in der Routineanalytik beobachtet wird, deutet dies
darauf hin, dass synthetische Cannabinoide lediglich in sehr geringem Ausmall von
Speicheldrusen sezerniert werden. Obwohl eine Verteilung dieser Substanzen in OF erfolgt,

scheint dieser Vorgang eher von untergeordneter Rolle zu sein. Allerdings konnten bei den
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zuvor in Kapitel 3.2.3 dieses Abschnittes beschriebenen authentischen OF-Proben
Konzentrationen im hohen ng/mL-Bereich festgestellt werden. Dies gibt Anlass zur
Vermutung, dass positive OF-Proben hauptsdchlich auf die Erfassung von

Mundhohlenkontamination zurickzufiihren sind.

Expositionsversuch 3
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Abbildung 32 Simultane Bestimmung von AM-2201 in Serum- und nOF-Proben Uber einen Zeitraum von 25 h
nach oraler Einnahme von 5 mg reinem AM-2201. Die Konzentration der nOF-Probe liegt nahe des LOD
(0,02 ng/mL) der Nachweismethode und sollte somit semiquantitativ betrachtet werden.

3.3.3.2 Expositionsversuch 4

Auf Grund dieser Ergebnisse galt es einen Eindruck zu bekommen, welche initialen
nOF-Konzentrationen durch die Kontamination der Mundhdhle beim Rauchen verursacht
werden und Uber welchen Zeitraum die Substanzen anschlieRend nachgewiesen werden
kdonnen. Hierflir zogen zwei mannliche Probanden jeweils drei Mal kurz an einem Joint, ohne
zu inhalieren, wobei der Rauch fir wenige Sekunden im Mundraum belassen und
anschlielend ausgeblasen wurde. Der Joint enthielt jeweils 100 mg finf verschiedener
Rauchermischungen sowie 500 mg Tabak. Die Rauchermischungen wurden im Vorfeld wie in
Kapitel 5.1 des Teils Material und Methoden beschrieben qualitativ auf den Inhalt etwaiger
synthetischer Cannabinoide untersucht, wobei die folgenden 12 Substanzen nachgewiesen
werden konnten: AM-2201, JWH-018, JWH-019, JWH-073, JWH-122, JWH-200, JWH-210,
JWH-250, JWH-251, JWH-307, MAM-2201 sowie das ortho Isomer von RCS-4. Uber die
folgenden 90 Stunden wurden nOF-Proben beider Probanden gesammelt. Nach ca.
3 Stunden wurde beiden Probanden ebenfalls eine Serumprobe abgenommen, in der jeweils
keine synthetischen Cannabinoide nachgewiesen werden konnten. Beide Probanden nahmen

Uber den gesamten Zeitraum des Experimentes keine pharmakologischen Effekte war.
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In Abbildung 33 und Abbildung 34 sind die erhaltenen nOF-Konzentrationsprofile beider
Probanden fir alle 12 enthaltenen synthetischen Cannabinoide dargestellt. In Abhangigkeit
von Substanz und Proband wurden nach Exposition zundchst initiale nOF-Konzentrationen
zwischen 7 und 577 ng/mL festgestellt, was darauf hindeutet, dass hohe Substanzmengen in
die Mundhohle beider Probanden eingetragen wurden. Interessanterweise sanken die
Konzentrationen fiir alle Substanzen innerhalb der folgenden 30 Minuten um mindestens
70 %. Im Falle des ersten Probanden konnten JWH-200 sowie das ortho Isomer von RCS-4 flr
ca. 6 Stunden nachgewiesen werden, wahrend der GroBteil der restlichen Substanzen fir
mindestens 28 Stunden detektiert werden konnte. Hierbei wurden fiir die Substanzen JWH-
251, JWH-210 sowie JWH-307 sogar Nachweisfenster von 37, 47 bzw. 55 Stunden festgestellt.
Die Nachweisfenster, die fiir den zweiten Probanden erhalten wurden, waren deutlich kirzer.
Waéhrend alle Substanzen fiir mindestens 6 Stunden detektiert werden konnten, waren 5
Substanzen Uber einen Zeitraum von ca. 26 Stunden nachweisbar (JWH-018, JWH-019, JWH-
210, JWH-251 und JWH-307). Bemerkenswerterweise waren in manchen der spateren
Proben Analyten mit Konzentrationen nahe des LOD nachweisbar, obwohl sie zuvor bereits
Uber mehrere Proben hinweg bereits nicht mehr detektiert werden konnten. Eine Erklarung
hierflr ist moglicherweise die verhaltnismalig geringere Messgenauigkeit bei solch kleinen
Probenkonzentrationen. Jene ergibt sich insbesondere aus schwankenden Matrixeffekten,
die wiederum auf intraindividuellen Unterschieden der Zusammensetzung der nOF-Proben

beruhen (z. B. Menge fester Matrixbestandteile).



88

Ergebnisse und Diskussion

Expositionsversuch 4
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Abbildung 33 Konzentrationsprofile der synthetischen Cannabinoide AM-

2201, JWH-018, JWH-019, JWH-073,

JWH-122 und JWH-200 in nOF. Die Proben wurden von zwei Probanden erhalten nachdem sie gegeniber
Rauch eines Joints exponiert waren, der finf verschiedene Rduchermischungen enthielt. Die gepunkteten
Linien kennzeichnen die analytischen Grenzen der Nachweismethode: Obere Linie, LLOQ (0,20 ng/mL); untere
Linie, LOD (0,02 ng/mL). Werte zwischen LLOQ und LOD sollten semiquantitativ betrachtet werden.
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Expositionsversuch 4
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Abbildung 34 Konzentrationsprofile der synthetischen Cannabinoide JWH-210, JWH-250, JWH-251, JWH-307,
MAM-2201 und dem ortho Isomer von RCS-4 in nOF. Die Proben wurden von zwei Probanden erhalten
nachdem sie gegeniiber Rauch eines Joints exponiert waren, der finf verschiedene Rauchermischungen
enthielt. Die gepunkteten Linien kennzeichnen die analytischen Grenzen der Nachweismethode: Obere Linie,
LLOQ (0,20 ng/mL); untere Linie, LOD (0,02 ng/mL). Werte zwischen LLOQ und LOD sollten semiquantitativ

betrachtet werden.
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Die Ergebnisse des Expositionsversuches stimmen gut mit jenen Uberein, die von Coulter et
al. beschrieben wurden. In ihrer Studie analysierten sie OF-Proben zweier Probanden, die
zuvor JWH-018 haltige Rauchermischungen konsumiert hatten. Unter der Anwendung eines
Jreporting cut-offY von 0,5ng/mL, ermittelten sie ein Nachweisfenster von 5 bzw.
12 Stunden. Die wahrend des Betrachtungszeitraumes festgestellten

Maximalkonzentrationen beliefen sich auf 5 bzw. 30 ng/mL[mG].

Interessanterweise wurden vergleichbare OF-Konzentrationsprofile ebenfalls fir THC
beobachtet. So wurde in verschiedenen Studien, in denen mehrere Probanden kontrolliert
eine standardisierte Menge Cannabis rauchten, ein rapider Abfall der THC-Konzentration in

OF innerhalb weniger als einer Stunde beschrieben2& 28],

Der schnelle Abfall der im Expositionsversuch festgestellten Anfangskonzentrationen kann
durch mehrere Faktoren erklart werden. So wird eine Verringerung der OF-Konzentration
bereits durch Reinigung der Mundhdhle verursacht, insbesondere durch das Verschlucken
von Speichel sowie durch das Ausspullen des Mundraums im Vorfeld der Probennahme. Auf
Grund der Tatsache, dass in der nach 3 Stunden nach Exposition abgenommenen
Serumprobe keine synthetischen Cannabinoide nachgewiesen werden konnten, muss ferner
davon ausgegangen werden, dass eine Umverteilung der Substanzen ins Blut weitestgehend
ausblieb. Stattdessen wurden die Substanzen mit hoher Wahrscheinlichkeit von den Zellen
der Mundschleimhaut absorbiert, was offenbar zur Entstehung eines ,oralen Depots”
gefihrt hat. Die duRerst geringen Analytmengen (pg/mL-Bereich), die Gber einen langen
Zeitraum detektierbar waren, kénnen ferner auf eine Plateauphase zuriickgefiihrt werden,
die durch eine schrittweise Freisetzung der Substanzen aus diesem Depot charakterisiert ist.
Mit Ausnahme von JWH-200 stellen die betrachteten synthetischen Cannabinoide duRerst
schwache Basen dar und sind durch eine hohe Lipophilie gekennzeichnet. Da somit eine
leichte Permeation durch die Membranen mukosaler Zellen ermdglicht wird, erscheinen

diese Ablaufe als sehr wahrscheinlich.

3.3.3.3 Schlussfolgerungen

Die obigen Ergebnisse weisen darauf hin, dass der Transport synthetischer
Cannabinoide aus dem Blut in OF und umgekehrt in sehr geringem AusmaR erfolgt.

Demzufolge gehen positive OF-Proben mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Detektion von
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jenen Substanzmengen zuriick, die wahrend des Rauchens in die Mundhohle des
Konsumenten eingetragen wurden. Die daraus resultierenden, zum Teil vergleichsweise
hohen Anfangskonzentrationen nehmen offenbar duRerst schnell und innerhalb nur weniger
Minuten nach erfolgter Substanzaufnahme ab, woraufhin sich eine Plateauphase anschliel3t.
In dieser kénnen anschlieBend fiir einen langeren Zeitraum sehr geringe Analytmengen
nachgewiesen werden, woraus eine Nachweisbarkeit liber mehrere Stunden bis zu wenigen
Tagen resultiert. Somit lasst sich anhand dieser Ergebnisse schlussfolgern, dass OF
hervorragend geeignet ist, einen kurzzeitig zuriickliegenden Konsum synthetischer
Cannabinoide anzuzeigen und somit eine ausgezeichnete Alternative zur Analyse von
Serumproben im Rahmen der Abstinenzkontrolle darstellt. Fiir Riickschlisse hinsichtlich
einer akuten Beeintrdchtigung, beispielsweise im Rahmen von StraBenverkehrsdelikten, sind

die festgestellten Nachweisfenster dagegen zu lang.

Obwohl die obigen Daten erste Einblicke in die Nachweisbarkeit synthetischer Cannabinoide
in OF-Proben liefern, kann auf Grund der geringen Probandenzahl keine Aussage darlber
gemacht werden, inwieweit interindividuelle Unterschiede die Nachweisfenster
synthetischer Cannabinoide in OF-Proben gegebenenfalls beeinflussen. Zur Kldarung dieser

Fragestellung sind weitere Studien mit einem gréRBeren Probandenkollektiv erforderlich.

3.3.4 Stabilitat ausgewaihlter synthetischer Cannabinoide in authentischen nOF-
Proben in Abhdngigkeit des Probengefifdes

3.3.4.1 Einleitende Vorbetrachtungen

Obwohl synthetische Cannabinoide seit der Identifizierung ihrer ersten Vertreter in
Rauchermischungen Gegenstand umfangreicher wissenschaftlicher Untersuchungen sind,
existierten bis zur Anfertigung dieser Arbeit keine Daten zu ihrer Stabilitdt in authentischen
nOF-Proben. Solche Daten sind von entscheidender Bedeutung angesichts der Tatsache, dass
unsachgemale Lagerungsbedingungen moglicherweise zu analytischen Problemen fiihren
und die Interpretation von Analysenergebnissen erschweren kénnen. Fir das hochlipophile
THC wurde beispielsweise bereits mehrfach demonstriert, dass die Adsorption an polymere
Oberflachen erhebliche Analytverluste verursachen kann. Christophersen et al. untersuchten
die Stabilitdit von THC in aufdotierten Vollblutproben wahrend einer Lagerung in

verschiedenen Gefallmaterialien Gber vier Tage bei Raumtemperatur (20 bis 25 °C). Hierbei
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beobachteten sie bei der Verwendung von Polypropylenrohrchen einen Analytverlust
zwischen 60 und 100%, wahrend THC in Glasréhrchen stabil war®%. Erhebliche
Adsorptionsverluste stellten ebenfalls Blanc et al. fest als sie Studien zur Stabilitdt von THC in
Urinproben durchfiihrten. Dies schrieben sie der Interaktion von THC mit Oberflachen von
Plastikmaterialien zu (z. B. Pipetten und ProbengefifRe). Allerdings sollte beachtet werden,
dass die THC-Wiederfindungen hierbei mit unspezifischen immunchemischen Methoden

291 | einer weiteren Studie untersuchten Schwilke et al. die Stabilitit von

bestimmt wurden
THC in aufdotierten Vollblutproben, die in PolypropylengefdBen bei 4 und —20 °C sowie
Raumtemperatur gelagert wurden. Nach zwei Wochen beobachtete die Gruppe hierbei eine
Abnahme der THC-Konzentration um ca. 25% sowohl bei —20°C als auch bei
Raumtemperatur, wahrend die Lagerung bei 4 °C eine ausreichende Stabilitdt von THC

(2921 Ahnliche Studien wurden fiir THC mit aufdotierten nOF-Proben in

gewadhrleistete
PolypropylengefaBen durchgefiihrt. Untersuchungen von Choi et al. zufolge fihrte die
Lagerung der Proben bei Raumtemperatur Uber sechs Tage zu sehr geringen THC-
Wiederfindungen (ca. 15 %). Im Gegensatz dazu resultierte die Lagerung in GlasgefaRen in

t?% Dariiber hinaus vermerkten Molnar et al. eine

keinem signifikanten THC-Verlus
Abnahme der THC-Konzentration von bis zu 50 %, nachdem sie nOF-Proben zuvor mit THC
aufdotiert, mit Phosphatpuffer verdinnt und anschlieRend Uber vier Wochen bei

Raumtemperatur gelagert hatten!?%¢.,

Ein weiteres Beispiel fir die Tatsache, dass
Adsorptionseffekte bericksichtigt werden miissen, wenn lipophile Analyten in den Kontakt
mit Plastikmaterialien kommen, beschrieben Kempf et al.. In ihrer Studie, die sich mit der
Stabilitat von 11 haufig eingenommenen Benzodiazepinen bei Verwendung des DCD 5000
Probensammlers beschéftigte, beobachteten sie wesentliche Verluste aller untersuchten
Benzodiazepine nach einer Lagerungszeit von 14 Tagen bei Raumtemperatur. Dies erklarten
die Autoren durch die irreversible Adsorption der Analyten an das Polymermaterial des

Probennehmers!?,

Angesichts der gleichermaBen hohen Lipophilie der meisten bisher in Rduchermischungen
identifizierten synthetischen Cannabinoide sollte deshalb untersucht werden, inwieweit
Adsorptionseffekte bei der Lagerung von nOF-Proben unter verschiedenen

Lagerungsbedingungen auftreten.

Fiir die Stabilitdtsuntersuchungen wurde eine authentische nOF-Probe verwendet, die

wahrend des in Kapitel 3.3.3.2 dieses Abschnittes beschriebenen Expositionsversuches
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erhalten wurde. Nach Verdiinnung der Probe mit Leermatrix auf ein Endvolumen von
insgesamt 12 mL wurde der hierbei entstandene Pool auf 3 verschiedene Gefalltypen
aliquotiert. Im Anschluss daran wurden die Proben bei 4 bzw. 25 °C iber einen Zeitraum von
3 Tagen gelagert, um sowohl das typische Zeitintervall zwischen Probennahme und Ankunft
der Probe im analysierenden Labor als auch die gdngigen Temperaturbedingungen eines
Probentransports zu simulieren. Zur Lagerung der nOF-Proben wurden GefalRe verschiedener
Materialien verwendet. Gangige, zur Aufbewahrung von Proben verwendete R6hrchen aus
Kalknatronsilikatglas dienten als Kontrollmaterial. Desweiteren wurde der aus hochwertigem
Borosilikatglas  bestehende  nOF-Probensammler  RapidEASE  sowie ein  aus
Polypropylenmaterial bestehender nOF-Probensammler des Typs Saliva Split Collector der
Firma Sciteck verwendet (siehe Abbildung 35). Die Wiederfindungen wurden jeweils nach 24
bzw. 72 Stunden bestimmt, wobei die untersuchten Analyten bei einer gemittelten
Wiederfindung von *20% der Anfangskonzentration als stabil betrachtet wurden. Das
Studiendesign ist in detaillierter Form in Kapitel 5.5.7 des Teils Material und Methoden

beschrieben.

MCTEC s

Abbildung 35 Probensammler Saliva Split Collector der Firma Sciteck fiir nOF.

3.3.4.2 Ergebnisse

Nach dreitagiger Lagerung der nOF-Proben in beiden Glasgefallen wurden tber den
gesamten Betrachtungszeitraum keine relevanten Instabilitaten festgestellt
(Wiederfindungen: 84 — 114 %; RSD < 12 %). Somit konnten sowohl ein adsorptionsbedingter

Analytverlust als auch eine Zersetzung der Analyten ausgeschlossen werden (siehe Tabelle 9).

Die Wiederfindungen, die nach Lagerung in den PolypropylengeféaBen erhalten wurden, sind

in Tabelle 10 aufgefiihrt.
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Tabelle 9 Gemittelte Wiederfindungen der 11 untersuchten synthetischen Cannabinoide in nOF nach Lagerung Uber 72 h in Kalknatronsilikatglas- und RapidEASE-
Behéltnissen bei 4 oder 25 ° C. Stabilitatskriterium: gemittelte Wiederfindung + 20% der Anfangskonzentration (n=3).

Kalknatronsilikatglas RapidEASE

24 h 72h 24 h 72 h
Analyt 4°C RSD 25°C RSD 4°C RSD 25°C RSD 4°C RSD 25°C RSD 4°C RSD 25°C RSD
[%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
AM-2201 102 3,9 84 2,3 105 4,3 88 6,9 92 7,0 89 8,1 106 4,1 95 8,0
JWH-018 107 2,2 104 2,8 106 4,4 103 2,8 90 4,7 85 2,4 95 5,0 96 11,6
JWH-019 100 4,8 98 2,9 97 2,8 99 2,1 107 4,4 102 3,4 110 1,8 113 10,9
JWH-122 110 2,9 109 0,7 102 4,8 103 2,4 9% 5,0 93 1,1 111 2,9 114 11,4
JWH-200 102 2,6 98 3,0 102 3,6 97 1,9 100 10,9 108 11,3 105 3,4 107 7,2
JWH-203 105 3,4 103 2,2 102 5,4 105 3,3 97 4,4 98 2,6 107 2,8 111 7,5
JWH-210 108 2,6 103 2,7 98 3,1 101 1,2 95 1,7 90 2,8 105 5,3 108 9,7
JWH-250 105 2,9 84 4,3 104 3,8 95 41 96 5,0 95 2,8 105 5,5 95 8,1
JWH-251 100 3,1 98 2,4 104 2,8 97 4,2 92 4,0 89 4,5 108 5,2 106 9,8
MAM-2201 103 4,6 102 2,1 103 2,2 105 4,8 93 4,5 89 3,6 89 5,0 91 5,7
RCS-4 ortho Isomer 96 3,0 97 1,2 99 5,4 96 5,2 104 3,3 107 3,8 107 5,0 109 5,7
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Tabelle 10 Gemittelte Anfangskonzentrationen und Wiederfindungen der 11 synthetischen Cannabinoide in nOF nach Lagerung lber 72 h in den Saliva Split Collector
Behéltnissen (Polypropylenmaterial) bei 4 oder 25°C. Fettgedruckte Werte sind unterhalb des Stabilitatskriteriums (gemittelte Wiederfindung +20% der

Anfangskonzentration) und weisen somit deutlich auf Analytverluste durch Adsorptionseffekte hin (n=3).

24h 72h

Analyt ko:::::rg:on RSD 4°C RSD 25°C RSD 4°C RSD 25°C RSD
i (%] (%) (%] %] %] (%) (%) (%) %]

AM-2201 0,37 6,3 94 10 63 16 100 9,6 46" 4.8
JWH-018 0,39 5,2 86 9,4 39" 15 85 12 26" 6,6
JWH-019 1,0 4,2 103 9,9 53 13 100 7,2 26 10
JWH-122 0,21 6,4 100 10 52" 10 105 11 45" 6,5
JWH-200 0,32 5,1 101 12 112 3,9 104 8,1 102 4,0
JWH-203 0,51 4,2 83 4,1 33" 17 79 11 23" 7,6
JWH-210 2,7 48 98 13 51 10 101 7.3 28 13
JWH-250 0,55 6,0 84 7,4 45 12 82 7,7 23" 6,5
JWH-251 0,94 3,0 77 6,7 29 14 75 12 9,1" 37
MAM-2201 0,54 2,5 92 9,8 65 11 89 14 46 5,8
RCS-4 ortho Isomer 0,45 6,2 95 8,0 65 8,3 106 14 54" 5,8

*Werte liegen unterhalb des LLOQ der Quantifizierungsmethode (0,20 ng/mL) und sollten deshalb als semiquantitativ betrachtet werden
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Mit Ausnahme von JWH-251, bei dem leichte Verluste festgestellt wurden
(Wiederfindung: 77 %; RSD 6,7 %), waren alle Analyten (iber 24 Stunden bei Lagerung im
PolypropylengefdR bei 4 °C stabil (Wiederfindungen: 83 —103 %; RSD <13 %). Ahnliche
Resultate wurden nach dreitdgiger Lagerung unter denselben Bedingungen erhalten. Mit
Ausnahme von JWH-203 und JWH-251, fir die eine leichte Abnahme der
Analytkonzentrationen beobachtet wurde (Wiederfindungen: 79 bzw. 75 %; RSD <12 %),
ergaben sich fur keine der weiteren Analyten Hinweise auf relevante Instabilitaten

(Wiederfindungen: 82 — 106 %; RSD < 14 %).

Demgegeniiber konnte bei allen Analyten, mit Ausnahme des verhaltnismaRig hydrophilen
JWH-200 (Wiederfindung: 112 %; RSD 3,9 %), bereits nach eintagiger Lagerung in den
PolypropylengefaBen bei 24 °C eine betrdchtliche Abnahme der Analytkonzentrationen
festgestellt werden (Wiederfindungen: 29 — 65 %; RSD <17 %). Dieses Ergebnis kann mit
hoher Wahrscheinlichkeit auf die Adsorption der Analyten an die Oberfliche des
Polypropylenmaterials zuriickgefiihrt werden, da eine Zersetzung unter den gewadhlten
Untersuchungsbedingungen ausgeschlossen werden kann. Das Ausmal} des Analytverlustes
bei 25 °C war nach einer Lagerungszeit von drei Tagen nochmals grofRer. Wahrend JWH-200
erneut stabil war (Wiederfindung: 102 %; RSD 4,0 %), waren alle weiteren Analyten einer
umfangreichen Adsorption an das Polypropylenmaterial unterworfen (Wiederfindungen:
9,1-54 %; RSD <37 %). In Abbildung 36 sind Stabilitdtskurven, die bei der Lagerung in den
GefdlRen des Typs Saliva Split Collector bei 25 °C erhalten wurden, exemplarisch fiir die

Analyten JWH-018, JWH-019, JWH-210 sowie JWH-250 dargestellt.
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Abbildung 36 Mittlere Wiederfindungen von JWH-018, JWH-019, JWH-210 und JWH-250 in nOF-Proben, die
liber einen Zeitraum von 72 Stunden in PolypropylengefiBen bei 4 bzw. 25 °C gelagert wurden. Die
gepunkteten Linien kennzeichnen die analytischen Grenzen der Quantifizierungsmethode: Obere Linie, LLOQ
(0,20 ng/mL); untere Linie, LOD (0,02 ng/mL). Werte zwischen LLOQ und LOD sollten semiquantitativ
betrachtet werden. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung vom Mittelwert (n=3).

3.3.4.3 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass lipophile synthetische Cannabinoide, die in
einer nOF-Probe prasent sind, an die Oberflache von PolypropylengefaBen adsorbieren,
insofern die Probe ungekihlt versendet und gelagert wird. Allerdings stellt sich als Limitation
des Studiendesigns dar, dass die ProbengefdlRe einerseits wahrend ihrer Lagerung nicht
bewegt und andererseits Temperaturen oberhalb von 25 °C nicht untersucht wurden. Somit
konnten keine komplett realistischen Bedingungen eines Probentransports simuliert werden.
Dariber hinaus konnte die Stabilitdt der betrachteten Analyten auf Grund des geringen
Restvolumens der authentischen nOF-Probe lediglich bei verhdltnismaRBig geringen
Konzentrationen untersucht werden. Daher war es nicht moglich, zu UGberprifen, ob die
Adsorptionsprozesse sattigbar und somit bei deutlich hoheren Probenkonzentrationen von

untergeordneter Bedeutung sind.

Dagegen haben die Ergebnisse in Kapitel 3.3.3.2 dieses Abschnittes deutlich gezeigt, dass
nach einem Konsum synthetischer Cannabinoide mit geringen OF-Konzentrationen gerechnet
werden muss, insofern die Probennahme nicht in enger zeitlicher Ndhe zum

Konsumzeitpunkt erfolgt. In Zusammenschau dieser Resultate kann die unsachgemaRe
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Lagerung von nOF-Proben zu falsch-negativen Analysenergebnissen flihren. Demnach muss
vor der Abnahme von nOF-Proben, die auf synthetische Cannabinoide getestet werden
sollen, Uberpriift werden, ob sich der zur Anwendung beabsichtigte Probennehmer hierfir
Uberhaupt eignet. So wird gewahrleistet, dass relevante Analytverluste infolge
umfangreicher Adsorptionseffekte ausgeschlossen und falsch-negative Ergebnisse vermieden
werden. Generell ist fir die nOF-Probennahme die Verwendung von Glasmaterialien zu
empfehlen. Fir den Fall, dass trotzdem Polypropylenmaterialien zur Anwendung kommen,

sollten die Proben zwingend gekiihlt versendet und gelagert werden.
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ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Im Dezember des Jahres 2008 wurden in der Raduchermischung ,Spice” mit dem Cg-
Homologen von CP-47,497 sowie JWH-018 erstmals synthetische Cannabinoide entdeckt, die
als Agonisten am CBj-Rezeptor wirken. In Internetforen wurde zuvor mehrfach von
cannabisdhnlichen Effekten nach inhalativem Konsum dieser und vergleichbarer Mischungen
berichtet. Urspriinglich von der Pharmaindustrie als potentielle Alternativen zu Analgetika
und nichtsteroidalen Antirheumatika entwickelt, werden synthetische Cannabinoide
heutzutage auf getrocknetes Pflanzenmaterial aufgebracht und dieses in Form von
Rauchermischungen als Cannabisersatz verkauft. Der Missbrauch dieser Mischungen als
Rauschmittel fuhrt vermehrt zu klinischen Notfdllen und stellt insbesondere die

Arbeitsgebiete der Forensik vor immense Herausforderungen.

Der erste Teil dieser Arbeit beschéftige sich mit der Identifizierung von neuen synthetischen
Cannabinoiden in Rauchermischungen. Hierflir wurden in einem Zeitraum von Januar 2010
bis Dezember 2012 fast 400 solcher Produkte qualitativ mittels GC/MS untersucht. Es zeigte
sich, dass allein in diesem Zeitabschnitt mehr als 25 neuartige synthetische Cannabinoide in
Rauchermischungen nachgewiesen werden konnten. Umfangreiche Verschiebungen
hinsichtlich des Substanzspektrums ergaben sich innerhalb des Untersuchungszeitraumes vor
allem nachdem der Gesetzgeber die Unterstellung einzelner synthetischer Cannabinoide
unter das BtMG ankiindigte oder letztlich umsetzte. Es wurde deutlich, dass die Produzenten
solcher Substanzen durch Kombination der fiir eine cannabisdahnliche Wirkung wichtigsten
Pharmakophore in der Lage sind, unzdhlige neuartige synthetische Cannabinoide zu kreieren.
Auf Grund dieser strukturellen Vielfalt ist es ihnen somit moglich, dem Gesetzgeber sowie
samtlichen Instanzen der Strafverfolgung stets einen Schritt voraus zu sein. Einzelne
Fallbeispiele zeigten eindeutig, dass auf Grund der umfangreichen Substanzvielfalt
zunehmend analytische Herausforderungen bei der Identifizierung neuartiger synthetischer
Cannabinoide auftreten. Problematisch sind vor allem nebeneinander vorliegende isobare
Verbindungen, die sich physikochemisch nur minimal unterscheiden und bei nicht
ausreichender chromatographischer Trennung zu Mischspektren fiihren. Folglich bedarf es
zur sicheren ldentifizierung neuartiger synthetischer Cannabinoide haufig der Kombination
mehrerer aufwindiger analytischer Verfahren. Uber die hierfiir erforderliche instrumentell-

analytische Ausstattung verfiigen nur wenige Institutionen. Anhand der enormen
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Substanzdynamik, die im Rahmen des Beobachtungszeitraumes vermerkt wurde, ist ferner
ersichtlich, dass eine stufenweise Einzelunterstellung von synthetischen Drogenwirkstoffen
unter das BtMG das Auftauchen neuer Ersatzstoffe auf dem Drogenmarkt vielmehr verstarkt

anstatt zu unterbinden.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasste sich mit der Entwicklung einer LC/ESI-MS/MS-Methode
fir den Nachweis von synthetischen Cannabinoiden in humanen Blutserumproben sowie
deren Anwendung im Rahmen der forensisch-toxikologischen Fallarbeit. Die Methode wurde
schrittweise an die sich regelmdRig andernde Marktsituation angepasst und nach
forensischen Richtlinien validiert. Die Validierung ergab, dass mit der Methode ein
empfindlicher Nachweis der Substanzen im unteren ng/mL Bereich moglich ist. Im Laufe der
praktischen Arbeiten wurde die Methode zur Analyse von (iber 3000 authentischen
Serumproben verwendet. Es zeigte sich, dass wahrend des dreijahrigen
Untersuchungszeitraumes insgesamt 27 verschiedene synthetische Cannabinoide innerhalb
des Untersuchungsgutes nachgewiesen werden konnten. Die hierbei festgestellten medianen
Serumkonzentrationen von < 1,1 ng/mL machen deutlich, dass fiir den Nachweis
synthetischer Cannabinoide in Blutproben hochempfindliche Analysenverfahren erforderlich
sind. Die enorme Substanzfluktuation beweist, dass Nachweisverfahren jederzeit die aktuelle
Lage des Drogenmarktes abbilden missen, um eine Aufnahme von synthetischen
Cannabinoiden mit hoher Sicherheit ausschlielen zu kénnen. Hiermit sind jedoch sowohl
hohe Anforderungen an analytische Methoden als auch ein erheblicher personeller Aufwand
verbunden. Demnach ist auf Grund der enormen Anzahl bereits in Rauchermischungen
identifizierter Substanzen mittlerweile haufig ein Kompromiss zwischen Leistungsfahigkeit

und Kosteneffizienz einer Nachweismethode erforderlich.

Die toxikologische Evaluierung von 29 klinischen Notfdllen zeigte eindriicklich, dass der
Konsum synthetischer Cannabinoide zu lebensbedrohlichen Zustanden fiihren kann und mit
diesem - verglichen mit dem Konsum von Cannabis - eine deutlich h6here Gesundheitsgefahr
einhergeht. Zwar dhnelte der Grofdteil der beobachteten Symptome weitgehend einer
Cannabisintoxikation. Doch erscheinen die in der betrachteten Fallserie besonders haufig
aufgetretenen Symptome wie Erbrechen, (generalisierte) Krampfanfille, starke Unruhe sowie

Hypokaliamie eher spezifisch fiir eine Intoxikation mit synthetischen Cannabinoiden zu sein.

Die Analyse von Blutproben im Rahmen von StraBenverkehrsdelikten belegte, dass der

Konsum von synthetischen Cannabinoiden zu Ausfallerscheinungen fiihren kann, die mit dem
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sicheren Flhren eines Kraftfahrzeugs nicht vereinbar sind. Demnach sollte ein
entsprechender Konsum dieser Substanzen bei der forensisch-toxikologischen Analyse von
StraBenverkehrsproben stets in Betracht gezogen und, falls erforderlich, entsprechend

analytisch Gberprift werden.

Untersuchungen zur Langzeitnachweisbarkeit synthetischer Cannabinoide in Serumproben
ergaben, dass lipophile Vertreter wie beispielsweise AM-2201 oder JWH-210 bei
Verwendung empfindlicher Nachweisverfahren bereits nach einmaliger Aufnahme uber
mehrere Tage im Serum nachgewiesen werden koénnen. Nach dauerhaftem und/oder
exzessivem Konsum wurden Nachweisfenster von bis zu mehreren Wochen beobachtet.
Ursachlich fur die lange Nachweisbarkeit ist mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Umverteilung
dieser Substanzen in tiefe, fettreiche Kompartimente. Die sich aus der langen
Nachweisbarkeit flr die Interpretation positiver Befunde ergebenden Konsequenzen sind
weitreichend. So missen niedrige Serumkonzentrationen, die im Zusammenhang mit
StralBenverkehrsdelikten auftreten, nicht zwingend mit einer akuten und fir den Tathergang
relevanten Wirkung assoziiert sein. Im Rahmen einer Abstinenziiberwachung bedarf es zur
Beurteilung, ob ein Patient wiederholt synthetische Cannabinoide konsumiert hat, einer
sorgfaltigen Interpretation der Analysenergebnisse. Solange in aufeinanderfolgenden Proben
eines  Patienten weder neue Substanzen noch  betrachtlich  ansteigende
Substanzkonzentrationen nachgewiesen werden kdnnen, sollten niedrige
Serumkonzentrationen in positiven Folgeproben daher als Konsequenz einer langen
terminalen Eliminationshalbwertzeit angesehen werden. In solchen Fallen darf im Zweifelsfall
also nicht automatisch von einem wiederholten Konsum ausgegangen werden. Idealerweise
sollte die Analyse von Serumproben in regelmadRigen Abstanden erfolgen, um
Konzentrationsverldufe genau verfolgen zu konnen. Inwieweit diese Beobachtungen auf alle
bisher in Rauchermischungen vorgefundenen synthetischen Cannabinoide zutreffen, gilt es

zukinftig zu untersuchen.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit beschaftigte sich mit dem Nachweis synthetischer
Cannabinoide in humanen OF-Proben. Hierfiir wurde zundchst eine Methode zur Extraktion
dieser Substanzen aus der Probenmatrix OF entwickelt. Fiir den massenspektrometrischen
Nachweis konnte auf die bereits entwickelte LC/ESI-MS/MS-Methode zurickgegriffen
werden. Zur Abnahme authentischer OF-Proben wurde der DCD 5000 Probensammler der

Firma Drager verwendet. Das Nachweisverfahren wurde zunachst forensisch validiert, wobei
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sich zeigte, dass die erfassten Analyten ebenfalls hochempfindlich in OF nachgewiesen
werden konnen. Die Analyse von 26 authentischen Féllen, bei denen neben einer OF-
zeitgleich eine  Serumprobe abgenommen wurde, ergab eine hervorragende
Ubereinstimmung der qualitativen Analysenergebnisse beider Matrices. Daraus ldsst sich
schlussfolgern, dass sich die Analytik von OF in Fillen, in denen eine Blutabnahme nicht

realisierbar oder nicht erwiinscht ist, als geeignete Alternative zur Blutanalytik anbietet.

Die Ergebnisse anschlieffender Studien zur allgemeinen Nachweisdauer synthetischer
Cannabinoide in nOF weisen darauf hin, dass positive OF-Proben mit hoher
Wahrscheinlichkeit vorwiegend auf der Detektion von jenen Substanzmengen basieren, die
wadhrend des Rauchens in die Mundhohle des Konsumenten eingetragen werden. Nach
rapidem Abfall der vergleichsweise hohen Anfangskonzentrationen konnten die untersuchten
synthetischen Cannabinoide Uber mehrere Stunden bis hin zu wenigen Tagen in nOF
nachgewiesen werden. Anhand dieser Ergebnisse lasst sich schlussfolgern, dass OF geeignet
ist, einen kurzzeitig zurlckliegenden Konsum synthetischer Cannabinoide anzuzeigen. Bei OF
handelt es sich somit um eine vielversprechende Alternative zur Analyse von Serumproben

im Rahmen der Abstinenzkontrolle in klinischen oder forensischen Einrichtungen.

Untersuchungen zur Stabilitdt ausgewahlter synthetischer Cannabinoide in authentischen
nOF-Proben in Abhéngigkeit des Probengefifles zeigten, welch hoher Stellenwert einer
sachgemadllen Lagerung von nOF-Proben zukommt, in denen mdglicherweise synthetische
Cannabinoide prasent sind. So konnte demonstriert werden, dass lipophile synthetische
Cannabinoide bei ungekihlter Lagerung der nOF-Probe in erheblichem Umfang an die
Oberflache von Polypropylengefialen adsorbieren und einer Analytik somit entzogen
werden. Bei ebenfalls untersuchten Glasmaterialien wurde dies nicht beobachtet. Es ist somit
erforderlich, die Eignung der zur Lagerung entsprechender nOF-Proben beabsichtigten
PolypropylengefaBe vor ihrer ersten Anwendung zu Uberprifen, um falsch-negativen

Analysenergebnissen vorzubeugen.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, tiefere Einblicke in das Phanomen der
synthetischen Cannabinoide sowie wichtige Informationen zu deren Nachweis in forensisch
relevanten Matrices zu erhalten. Mit den wéahrend der praktischen Arbeiten entwickelten
Analysenverfahren stehen der klinischen und forensischen Toxikologie nun Methoden zur
Verfligung, um den Grofteil der bisher in Rauchermischungen identifizierten synthetischen

Cannabinoide in authentischen Serum- sowie OF-Proben nachzuweisen. Durch die
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Anwendung dieser Methoden zur Analyse zahlreicher authentischer Proben ist es gelungen,
wichtige Kenntnisse zur (Langzeit-) Nachweisbarkeit dieser Substanzen in Serum und OF zu
erwerben. Hierdurch wurde ein entscheidender Beitrag zur korrekten Interpretation positiver
Analysenbefunde erbracht. Darliber hinaus erleichtern diese Daten kiinftig die Auswahl einer
fallspezifisch geeigneten Analysenmatrix, wenn der Verdacht auf den Konsum von
synthetischen Cannabinoiden besteht. Die Ergebnisse der toxikologischen Evaluierung von
klinischen Notfdllen ermdoglichte eine Beurteilung dieser Substanzen hinsichtlich ihres
Gefahrenpotentials. Hiermit wurden dem Gesetzgeber Argumente geliefert, einzelne
Vertreter der synthetischen Cannabinoide unter das BtMG zu stellen. Ferner sind
Institutionen aus den Bereichen Pravention und Rehabilitation nun in der Lage, (potentielle)
Konsumenten fundiert Gber die Gesundheitsrisiken, die mit dem Konsum von synthetischen
Cannabinoiden einhergehen, aufzukldaren. Fiir medizinisches Personal werden dadurch die
Voraussetzungen geschaffen, eine Intoxikation mit synthetischen Cannabinoiden leichter zu
erkennen und entsprechend schneller behandeln zu kénnen. Durch Anwendung der
entwickelten Analysenmethoden in der taglichen Fallarbeit wurde dazu beigetragen,
StraBenverkehrsdelikte verstarkt aufzuklaren. Zusatzlich wurde durch den Einsatz der
Nachweisverfahren zur Abstinenzkontrolle die qualifizierte Entzugsbehandlung von
Drogenabhadngigen in Therapieeinrichtungen unterstiitzt. Die zeitnahe Identifizierung
neuartiger synthetischer Cannabinoide im Rahmen des Monitorings von Rauchermischungen
war der entscheidende Faktor, das Substanzspektrum der entwickelten Analysenverfahren an
die aktuelle Situation auf dem Drogenmarkt anpassen zu kdnnen. Des Weiteren konnten
strafverfolgenden Institutionen somit wichtige analytische Informationen zur Verfligung
gestellt werden, die die Identifizierung von neuen Substanzen auf dem Drogenmarkt
beschleunigen. Auch hierdurch wurde ein wichtiger Beitrag zur Erleichterung der

Strafverfolgung erbracht.

Auf Grund der vielfiltigen Moglichkeiten, mittels kombinatorischer Chemie neuartige
synthetische Cannabinoide zu synthetisieren, ist in naher Zukunft nicht mit einem Riickgang
dieser Problematik zu rechnen. Angesichts der groBen Forschungsaktivitat auf dem Gebiet
der Entwicklung von CB-Agonisten gilt es vielmehr als wahrscheinlich, dass friher oder
spater neue Leitstrukturen gefunden werden, die wiederum Eingang in den Drogenmarkt
finden. Fir die Konsumenten dieser Substanzen ist dies gleichbedeutend mit nicht

absehbaren gesundheitlichen Risiken. Unter analytischen Aspekten ist ferner davon
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auszugehen, dass einzelne Multi-Analyten-Methoden wegen der hohen strukturellen Vielfalt
der in Ré&uchermischungen identifizierten synthetischen Cannabinoide vor allem
chromatographisch an ihre Leistungsgrenzen stoRen werden. Mit der Substanz JWH-176
(siehe Abbildung 2) aus der Gruppe der Alkylindene ist bereits eine CB;-hochaffine Substanz
bekannt, die innerhalb der Molekilstruktur keine Heteroatome aufweist und deshalb mit
hoher Wahrscheinlich mit LC/MS(/MS)-Methoden nicht ausreichend empfindlich in
biologischen Proben nachgewiesen werden kann. Somit kdnnte es bei Vorfinden dieser oder
strukturell vergleichbarer Substanzen zukiinftig erforderlich sein, mehrere analytische
Methoden fiir einen sicheren und empfindlichen Nachweis der verschiedenen Substanzen zu

entwickeln und vorzuhalten.

Um mit dem sich rapide andernden Drogenmarkt Schritt halten zu kdnnen, wird es in Zukunft
weiterhin nétig sein, ein umfangreiches Monitoring von Rauchermischungen durchzufihren.
Fiir die Erleichterung und Beschleunigung von ldentifizierungsprozessen ist es hierbei von
grolBer Wichtigkeit, dass die daran beteiligten Institutionen sowohl national als auch
international eng zusammenarbeiten. Speziell die zeitnahe Veroffentlichung und vereinfachte
Zuganglichkeit von analytischen Daten wie GC/EI-MS-Spektrenbibliotheken ist von
besonderer Bedeutung. Die nicht rechtzeitige Verfligbarkeit von Referenzstandards ist fur die
Fallarbeit haufig stark limitierend. Demnach ware es zu begriiRen, wenn nach behordlicher
Sicherstellung von grolRen Reinsubstanzmengen entsprechende Teilmengen auch uber
Landergrenzen hinaus an Instanzen der Strafverfolgung verteilt werden wiirden. Hierdurch

kdnnten Nachweisverfahren noch schneller an neue Marktsituationen angepasst werden.

Zum Schutz von (potentiellen) Konsumenten ist es kiinftig erforderlich, dass Institutionen aus
den Bereichen Pravention und Rehabilitation verstarkt (ber Gesundheitsrisiken informieren,
die mit dem Missbrauch von synthetischen Cannabinoiden verbunden sind. Hiermit kdnnte

die Nachfrage nach diesen Substanzen moglicherweise reduziert werden.

Obwohl seit Jahren kontrovers diskutiert, bestiinde bei einer Legalisierung von Cannabis
insbesondere fiir viele Cannabiskonsumenten kein Grund mehr, auf unbekannte synthetische
Substanzen auszuweichen und sich somit unabsehbaren Gesundheitsrisiken auszusetzen. Da
eine Legalisierung von Cannabis in naher Zukunft in Deutschland nicht zu erwarten ist, muss
davon ausgegangen werden, dass die Problematik der synthetischen Cannabinoide als
Missbrauchsdroge sowohl fir die Gesellschaft als auch fir die Wissenschaft von enormer

Bedeutung bleiben wird.
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MATERIAL UND METHODEN

1 Chemikalien und Standardsubstanzen

Tabelle 11 Chemikalien, die wahrend der praktischen Arbeiten verwendet wurden.

Chemikalien

Acetonitril J.T. Baker Deventer, Niederlande
Ameisensdure Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland
Ammoniumformiat Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Chloroform Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland
Chloroform, deuteriert Euriso-Top Saint-Aubin, Frankreich
Cyclohexan Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland
Diethylamin Merck Darmstadt, Deutschland
Ethanol Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Ethylacetat Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Methanol J.T. Baker Deventer, Niederlande
Methyl-tert-butylether (MTBE) Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Natriumcarbonat Merck Darmstadt, Deutschland

Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumsulfat, getrocknet
n-Hexan

n-Propanol

Phenyltrimethylammoniumhydroxid-
Lésung (0,1 M in Methanol)
Salzsdure (37 %)

Silicapulver
Wasser, deionisiert

Carl Roth GmbH
Riedel-de-Haen
Merck

Merck

Merck

Fluka

Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH

Kartuschen-lonenaustauscher von
Memtech

Karlsruhe, Deutschland
Seelze, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Steinheim, Deutschland

Steinheim, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Moorenweis, Deutschland

Tabelle 12 Standardsubstanzen, die wahrend der praktischen Arbeiten verwendet wurden.

Standardsubstanzen

AB-001 isoliert aus Réuchermischungm]

AKB48 Finnish Customs Laboratory Espoo, Finnland

AKBA48-5F Finnish Customs Laboratory Espoo, Finnland

AM-1220 isoliert aus ,, Research Chemical“??*¥

AM-1220 Azepan-lsomer isoliert aus ,,Research Chemical“??*¥

AM-1248 Cayman Chemical

AM-2201 als ,,Research Chemical” erworben

AM-2232 Cayman Chemical

AM-2233 Finnish Customs Laboratory Espoo, Finnland

AM-694 als ,,Research Chemical” erworben

APICA School of Pharmacy & Biomolecular Liverpool, GroBbritannien
Sciences, John Moores University

CRA-13 ikem BT Budapest, Ungarn

JWH-007 Cayman Chemical Ann Arbor, MI, USA
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Standardsubstanzen

JWH-015 als ,,Research Chemical” erworben

JWH-018 Chiron AS Trondheim, Norwegen
JWH-019 Finnish Customs Laboratory Espoo, Finnland
JWH-020 Bundeskriminalamt Wiesbaden, Deutschland
JWH-073 Chiron AS Trondheim, Norwegen
JWH-081 als ,,Research Chemical” erworben

JWH-122 als ,Research Chemical” erworben

JWH-200 als ,Research Chemical” erworben

JWH-203 als ,Research Chemical” erworben

JWH-210 als ,,Research Chemical” erworben

JWH-250 als ,,Research Chemical” erworben

JWH-251 als ,Research Chemical” erworben

JWH-307 Finnish Customs Laboratory Espoo, Finnland
JWH-370 Landeskriminalamt Schleswig-Holstein Kiel, Deutschland
JWH-387 Landeskriminalamt Baden-Wirttemberg  Stuttgart, Deutschland
JWH-398 Cayman Chemical Ann Arbor, MlI, USA
JWH-412 Landeskriminalamt Baden-Wirttemberg  Stuttgart, Deutschland
MAM-2201 isoliert aus Réuchermischung[77]

Methanandamid Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
RCS-4 als ,,Research Chemical” erworben

RCS-4 ortho Isomer Landeskriminalamt Niedersachsen Hannover, Deutschland
RCS-8 Cayman Chemical Ann Arbor, MI, USA
STS-135 Finnish Customs Laboratory Espoo, Finnland
UR-144 als ,,Research Chemical” erworben

UR-144 Isomer hergestellt nach Shevyrin et al.®

WIN 48,098 als ,,Research Chemical” erworben

WIN 55,212-2 Bundeskriminalamt Wiesbaden, Deutschland
XLR-11 als ,,Research Chemical” erworben

XLR-11 Isomer hergestellt nach Shevyrin et al.®

Dg-JWH-007 Cayman Chemical Ann Arbor, Ml, USA
D,-JWH-015 Cayman Chemical Ann Arbor, Ml, USA
D;;-JWH-018 Chiron AS Trondheim, Norwegen
Dg-JWH-073 Chiron AS Trondheim, Norwegen
Dg-JWH-081 Cayman Chemical Ann Arbor, Ml, USA
Dg-JWH-122 Cayman Chemical Ann Arbor, Ml, USA
Dg-JWH-210 Cayman Chemical Ann Arbor, MI, USA
Ds-JWH-200 Cayman Chemical Ann Arbor, MI, USA
Ds-JWH-250 Cayman Chemical Ann Arbor, MI, USA

D,-Flunitrazepam
D3-11-Hyd roxy-Ag-tetra hydro-
cannabinol (D3-11-OH-THC)

LGC Standards
LGC Standards

Wesel, Deutschland
Wesel, Deutschland

Der Erstbezug vieler fir diese Arbeit verwendeten synthetischen Cannabinoide

erfolgte in kristalliner Form entweder als , Research Chemical” oder durch behordliche

Sicherstellungen (z. B. Bundeskriminalamt, Landeskriminalamter, finnischer Zoll). ldentitat

und Reinheit wurden mittels DC, GC/MS und NMR bestétigt (Reinheit jeweils > 98 %).
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2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 13 Verbrauchsmaterialien, die wahrend der praktischen Arbeiten verwendet wurden.

Verbrauchsmaterialien

DC Normalphasen-DC-Platten (Kieselgel 60,  Merck, Darmstadt,
20 x 10 cm, F256) Deutschland
Speichelsammler DCD 5000 Drager Safety, Lubeck,
Deutschland
Salivette Sarstedt, NUmbrecht,
Deutschland
RapidEASE Biophor Diagnostics,
Redwood City, CA, USA
Saliva Split Collector Sciteck, Arden, NC, USA
3 Gerate, Analysensysteme und Software

Tabelle 14 Wahrend der praktischen Arbeiten verwendete Gerate und Analysensysteme.

Gerate und Analysensysteme

Feinwaage XS 205 Mettler-Toledo, GieRen,
Deutschland
Flash-Chromatographie CombiFlash® Rf (Version 1.5.14) mit Teledyne Isco, Lincoln, USA

Fraktionssammler (Version 00.00.49)
Saule: 13 g RediSep® Rf Cyg

Rf Leerkartuschen zur Probenaufgabe

Heizblock Evaporator Liebisch, Bielefeld,
Deutschland
Rotationsverdampfer Rotavapor RE 111 Buichi, Flawil, Schweiz
Wasserbad 461
Membranvakuum-Pumpe: MZ 20 Vacuubrand GmbH,
Wertheim. Deutschland
Trockenschrank Heraeus Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
Uberkopfmischer Reax 2 Heidolph Instruments,
Schwabach, Deutschland
Vakuumkonzentrator Konzentrator: Christ Alpha RVC Martin Christ GmbH,
Liquid Trap: Christ LT-105 Osterode, Deutschland
Vortexer Reax top Heidolph Instruments,
Schwabach, Deutschland
Zentrifuge Heraeus Megafuge 3.0R Thermo Scientific, Schwerte,
Deutschland
GC/MS GC: 6890 Agilent, Waldbronn,
MS: 5973 Deutschland

Injektor: 7683B
Saule: HP-5-MS (30 m x 25 mm x 0,25 um

Software: ChemStation G1701GA
(Version: D.03.00611)
LC/MS/MS Pumpen: LC-20ADsp Shimadzu, Duisburg,

Autosampler: SIL-20AC Deutschland
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Gerate und Analysensysteme

Entgaser: DGU-20A3
Sadulenofen: CTO-20AC
Controller: CBM-20A

QTrap 4000 Triple-Quadrupole Tandem-
Massenspektrometer mit linearer
lonenfalle und TurbolonSpray Interface
Software: Analyst 1.5.1

Saule: Luna Phenyl Hexyl (50 x 2 mm,
5 um)
Vorsaule: Luna Phenyl Hexyl (4 x 2 mm)
LC/HR-MS/MS HPLC: 1200 SL
Q-TOF-MS: 6530
Software: MassHunter Acquisition
(Version B.02.01) sowie MassHunter
Qualitative Analysis (Version: B.03.01)
Saule: C5 (150 x 2 mm, 5 um)
Vorsaule: Ci5 (4 x 2 mm)
NMR DRX-400

AB Sciex, Darmstadt,
Deutschland

Phenomenex,
Aschaffenburg, Deutschland

Agilent, Santa Clara, CA,
USA

Phenomenex,
Aschaffenburg, Deutschland
Bruker Biospin,
Rheinstetten, Deutschland

Tabelle 15 Wahrend der praktischen Arbeiten verwendete Software.

Software
GC/MS ChemStation G1701GA (Version: Agilent, Waldbronn,
D.03.00611) Deutschland
LC/MS/MS Analyst (Version: 1.5.1) AB Sciex, Darmstadt,
Deutschland
NMR Topspin (Version: 2.1) Bruker Biospin,
Rheinstetten, Deutschland
MS Excel (Version: 2007) Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA
Valistat (Version: 2.0) Arvecon GmbH, Walldorf,
Deutschland
4 Reagenzien und Losungen
4.1 Laufmittel fiir Diinnschichtschromatographie

Zur Herstellung der mobilen Phase wurden 45 mL Cyclohexan mit 5 mL Diethylamin

gemischt.

4.2 Laufmittel A1 fiir Flash-Chromatographie

Zur Herstellung der mobilen Phase A; wurden 5,5 mL Ameisensdure in einen 1L

Messkolben gegeben und dieser anschlieBend bis zur Eichmarke mit deionisiertem Wasser

aufgefiillt.
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4.3 Natriumcarbonat-Losung (0,1 M)

Zur Herstellung der 0,1 molaren Natriumcarbonat-Lésung wurden 10,6g
Natriumcarbonat in einen 1L Messkolben gegeben und dieser anschliefend bis zur

Eichmarke mit deionisiertem Wasser aufgefillt.

4.4 Natriumhydrogencarbonat-L6sung (0,1 M)

Zur Herstellung der 0,1 molaren Natriumhydrogencarbonat-Losung wurden 8,4 g
Natriumhydrogencarbonat in einen 1 L Messkolben gegeben und dieser anschlieRend bis zur

Eichmarke mit deionisiertem Wasser aufgefillt.

4.5 Carbonatpuffer (pH 10)

Zur Herstellung des Carbonatpuffers wurden 534 mL der 0,1 M Natriumcarbonat-

Losung mit 466 mL der 0,1 M Natriumhydrogencarbonat-Lésung gemischt.

4.6 Gemisch zur fliissig-fliissig-Extraktion synthetischer Cannabinoide aus
humanen Serum- und OF-Proben

Zur Herstellung des Extraktionsgemisches wurden 990 mL n-Hexan und 10 mL

Ethylacetat gemischt (99:1, V/V).

4.7 Laufmittel A; fiir LC/ESI-MS/MS-Analytik

Zur Herstellung der mobilen Phase A, wurden zunachst 1,261 g Ammoniumformiat in
einen 1L Messkolben eingewogen, 2 mL Ameisensdure hinzugefiigt und mit deionisiertem
Wasser bis zur Eichmarke aufgefillt. Im Anschluss wurden 100 mL dieser Losung 1:10 (V/V)

mit deionisiertem Wasser verdinnt.
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4.8 Stamm- und Arbeitslésungen

Stammldsungen aller in Tabelle 16 aufgefiihrten synthetischen Cannabinoide und
internen Standards (ISTDs) wurden zu 1 mg/mL in Ethanol hergestellt. Flir die Entwicklung
und Validierung der LC/ESI-MS/MS-Methoden zum Nachweis synthetischer Cannabinoide in
humanen Serum- und OF-Proben wurden folgende Analyt- und ISTD-Arbeitslésungen aus

den Stammlésungen durch addquate Verdiinnungsschritte hergestellt.
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Tabelle 16 Ubersicht (iber die Analyt- und ISTD-Arbeitslésungen, die wihrend der praktischen Arbeiten verwendet wurden.

,Mix Stock" Mix Se,” /Mix Se,’ ,MixDCDs*  ,MixOF; ,Mix OF,* IS5’ ISoco’ ISor"

Analyt (g/m] MDD Mix DCD, [ng/ml]  [ug/ml]  [ng/ml]  [ng/ml]  [ng/ml] [ng/mL]

[ng/mL] [ng/mL]

AB-001 20 2,0 0,20 50 - - - - -
AM-1220 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - -
AM-2201 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - -
AM-2233 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - -

AM-694 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - -

CRA-13 40 4,0 0,40 100 - - - - -
JWH-007 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - -
JWH-015 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - ;
JWH-018 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - ;
JWH-019 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - -
JWH-020 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - -
JWH-073 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - -
JWH-081 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - .
JWH-122 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - -
JWH-200 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - -
JWH-203 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - -
JWH-210 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - .
JWH-250 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - .
JWH-251 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - .
JWH-307 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - ;
JWH-387 20 2,0 0,20 50 0,40 40 - - -
JWH-398 5,0 0,5 0,05 12,5 0,10 10 - - -
JWH-412 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - -

MAM-2201 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - .
Methanandamid 5,0 0,5 0,05 12,5 0,10 10 - - -
RCS-4 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - -

RCS-4 ortho Isomer 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - -
RCS-8 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - -

WIN 48,098 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - -
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,Mix Se,’ ,Mix Se,’

Analyt ,Mix Stock’ Mix DCD; Mix DCD, ,Mix DCD;’ ,Mix OF* ,Mix OF,* 1Sse’ Speo’ ISor
[ng/mL] [ug/mL] [ug/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
WIN 55,212-2 1,0 0,1 0,01 2,5 0,02 2,0 - - -
Interne Standards
Dg-JWH-007 - - - - - - 50 50 12,5
DJWH-015 - - - - - - 25 25 12,5
D;;-JWH-018 - - - - - - 50 50 12,5
Dg-JWH-073 - - - - - - 25 25 25
Dg-JWH-081 - - - - - - 50 50 17,5
Dg-JWH-122 - - - - - - 75 75 15
Ds-JWH-200 - - - - - - 100 100 30
Dg-JWH-210 - - - - - - 200 100 50
Ds-JWH-250 - - - - - - 50 50 25
Dg-JWH-398 - - - - - - - - 125
Dy-RSC-4 - - - - - - - - 12,5
D,-Flunitrazepam - - - - - - 2500 - -

D3-11-OH-THC - - - - - - 2500 - -
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5 Experimentelle und praparative Arbeiten
5.1 Aufarbeitung der Rauchermischungen

Zur Extraktion etwaig vorhandener Substanzen von der Oberfliche des
Pflanzenmaterials wurden 100 mg der Rauchermischung zunachst in ein Glasrohrchen
eingewogen. Nach Zugabe von 1 mL Ethanol wurde der Ansatz fir ca. 10 s gevortexed und
bei 3400 x g fiir 5 min zentrifugiert. 10 uL des Uberstandes wurden in ein Glas-Vial tiberfiihrt
und bei 40 °C unter Stickstoffstrom eingedampft. Der Riickstand wurde in 1 mL Ethylacetat

rekonstituiert und in das GC/MS-System injiziert.

5.2 Methoden zur Isolierung und Aufreinigung synthetischer Cannabinoide
aus Rauchermischungen oder Feststoffgemischen

5.2.1 Diinnschichtchromatographie

Im Falle von Rauchermischungen wurde ca. 1 g des Materials wie oben beschrieben
mit Ethanol extrahiert. AnschlieRend wurden die Uberstinde vereinigt und mittels
Rotationsverdampfer auf ein Endvolumen von ca. 2 mL eingeengt. Zur Isolierung wurde das
Extraktionsgemisch schrittweise linear entlang der Startzone auf die DC-Platten aufgebracht
und diese mittels Cyclohexan/Diethylamin (9:1, V:V) entwickelt. Nach erfolgter Trennung
wurden die einzelnen Platten getrocknet und das die unbekannte Substanz tragende Areal
bandenférmig von der Plattenoberfliche abgekratzt. Das dabei erhaltene Silica-Material
wurde abschlieBend dreifach mit jeweils 1,5 mL Ethanol extrahiert und die organische Phase

nach Uberfiihrung in ein neues Glas-Vial schrittweise unter Stickstoff abgedampft.

Im Falle von Feststoffgemischen wurden 50 mg des entsprechenden Substanzgemisches in

ca. 2 mL Ethanol gel6st und anschlieRend wie oben beschrieben mittels DC aufgereinigt.

5.2.2 Flash-Chromatographie

Nach Extraktion von 500 mg der betreffenden Rauchermischung mittels Ethanol
wurden der Extrakt sowie 3 g Silicapulver in einen Rundkolben gegeben und mittels
Rotationsverdampfer getrocknet. Zur Probenaufgabe wurde das Silicapulver anschlieBend in
eine leere Rf-Kartusche Uberfiihrt und verdichtet. Zur chromatographischen Trennung der

Probenkomponenten wurde ein CombiFlash Rf-System verwendet.
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Die chromatographischen Bedingungen waren wie folgt: Saule, 13 g RediSep Rf C;3; Mobile
Phase A1, 0,55% Ameisensdure in Wasser (pH 2,3); mobile Phase B, Methanol;

Laufmittelgradient, linear 60 — 100 % B in 20 min (Haltezeit 5 min); Flussrate, 15 mL/min.

Zur Sammlung der Fraktionen wurde die Absorption sowohl bei 207 nm und 218 nm als auch
die durchschnittliche Absorption tber einen Wellenlangenbereich von 200 — 360 nm verfolgt.
Aus den die Zielsubstanz enthaltenen Fraktionen wurde zunachst der methanolische Anteil
mittels Rotationsverdampfer entfernt. Im Anschluss wurden die wadssrigen Phasen mittels
Zugabe von 1 mL NaOH-Losung (1 M) basifiziert und dreimal mit jeweils 10 mL MTBE
ausgeschittelt. Die Etherphasen wurden vereinigt, Gber Natriumsulfat getrocknet und

mittels Rotationsverdampfer getrocknet.

5.3 Analyse humaner Serumproben auf synthetische Cannabinoide
5.3.1 Erhalt von drogenfreiem Humanserum

Drogenfreies Humanserum (Leerserum) wurde von freiwilligen Spendern des Instituts
flir Rechtsmedizin Freiburg erhalten und diente als Leermatrix fir die Methodenentwicklung
sowie Methodenvalidierung. Die Leerserumproben wurden bis zu ihrer Verwendung bei

— 20 °Cin Glasrohrchen gelagert.

5.3.2 Extraktion synthetischer Cannabinoide aus authentischen Serumproben

Nach Uberfiihrung von 1 mL Serum in ein Glasréhrchen wurden zunichst 10 plL des
ISTD-Gemisches ,ISs.’, 0,5 mL des Carbonatpuffers und 1,5 mL des Extraktionsgemisches
hinzugegeben. Die Probe wurde daraufhin fiir 5 min leicht auf dem Uberkopfmischer
durchmischt und im Anschluss fiir 20 min bei 3400 x g zentrifugiert. Es wurde folgend 1 mL
des organischen Uberstandes in ein HPLC-Vial tberfiihrt und dieser bei 40 °C auf dem
Heizblock unter Stickstoffstrom abgedampft. Zur Analyse wurde der getrocknete Rickstand
in 100 uL mobiler Phase, bestehend aus Laufmittel A,/Methanol (50:50 V/V,
Startzusammensetzung des Gradienten), rekonstituiert und in das LC/MS/MS-System

injiziert.
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5.3.3 Methodenvalidierung

Die LC/ESI-MS/MS-Methode zur Bestimmung von 30 synthetischen Cannabinoiden in
humanen Serumproben wurde quantitativ nach den Richtlinien der Deutschen Gesellschaft

fiir Toxikologische und Forensische Chemie (GTFCh) validiert'®®.

5.3.3.1 Selektivitat

Um mogliche Interferenzen mit endogenen Substanzen oder Reagenzien und
Materialien, die zur Probenaufarbeitung verwendet wurden, zu ermitteln, wurden sechs
Leerproben von verschiedenen Spendern ohne Zusatz von Analyten oder ISTDs untersucht.
Um auf etwaige Anteile undeuterierter Substanzen im ISTD-Gemisch zu prifen, wurden
zusatzlich zwei Leerproben mit dem ISTD-Gemisch versetzt und analysiert. Dariiber hinaus
wurden Leerproben mit alltdglichen Drogen (Benzodiazepine, Amphetamin und
Amphetamin-Derivate, Designer-Stimulanzien, natlrliche Cannabinoide, Opiode und Kokain)

aufdotiert, extrahiert und analysiert.

5.3.3.2 Linearitit

Zur Ermittlung der Linearitdt wurden sechs Kalibrationen im substanzspezifischen
Kalibrationsbereich analysiert. Jede Kalibration bestand aus acht Kalibratoren, die durch
Aufdotieren von Leerproben mit 10, 20, 30, 40 und 50 pL der Arbeitslosung ,Mix Se,‘ sowie
10, 15 und 20 ulL der Arbeitslosung ,Mix Se.* erhalten wurden. Zur Auswertung wurde ein
lineares Regressionsmodell mit statistischer 1/x Wichtung angewendet. Zur statistischen
Analyse auf AusreiRer (Grubbs-Test, Signifikanzniveau 99 %) sowie Linearitdt (Mandel-Test,

Signifikanzniveau 99 %) wurde die Software Valistat 2.0 verwendet.

5.3.3.3 Analytische Grenzen

Far Analyten, die mit der LC/ESI-MS/MS-Methode quantitativ analysiert werden
konnten, wurde die Nachweisgrenze (limit of detection, LOD) sowie die Bestimmungsgrenze
(lower limit of quantification, LLOQ) statistisch gemafR DIN 32645 berechnet. Hierfiir wurden
10 aquidistante Kalibratoren mit aufsteigenden Konzentrationen in direkter Nahe zur

erwarteten Nachweisgrenze hergestellt und analysiert. Zur statistischen Berechnung der
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analytischen Grenzen wurde die Software Valistat 2.0 verwendet. Die Konzentration des
hochsten zur statistischen Berechnung des LOD und LLOQ verwendeten Kalibrators durfte

dabei das 10-fache des letztendlich berechneten Wertes nicht Ubersteigen.

Fir Analyten, die mit der LC/ESI-MS/MS-Methode nicht quantitativ analysiert werden
konnten, wurde die Nachweisgrenze anhand von Signal-zu-Rausch-Verhaltnissen ermittelt.
Hierfir wurden finf Leerproben von verschiedenen Spendern auf die zu erwartende
Nachweisgrenze aufdotiert und analysiert. Jene niedrigste Konzentration, fur die bei allen
Proben sowohl flr das Qualifier- als auch fiir das Quantifier-lon der betreffenden Analyten

ein Signal-zu-Rausch-Verhaltnis von = 3 erreicht wurde, wurde als LOD definiert.

5.3.3.4 Richtigkeit und Imprazision

Zur Beurteilung der Richtigkeit und Imprazision der Methode wurden jeweils an acht
verschiedenen Tagen Qualitatskontrollen eines niedrigen sowie eines hohen
Konzentrationsniveaus in Doppeltbestimmung analysiert. Hierfir wurden Leerproben mit
30 uL der Arbeitslosung ,Mix Se,’ (niedriges Konzentrationsniveau) bzw. 10 puL der
Arbeitslosung ,Mix Se;* (hohes Konzentrationsniveau) aufdotiert. Die Bestimmung der
Probenkonzentrationen erfolgte jeweils auf Basis einer arbeitstaglichen Kalibration. Die
statistische Auswertung der Richtigkeit (ausgedriickt als Bias) sowie der Wiederholprazision
(ausgedriickt als intraday Imprazision) und Laborprazision (ausgedriickt als interday

Imprazision) wurde mittels der Software Valistat 2.0 durchgefiihrt.

Die GTFCh fordert sowohl fur Bias als auch Imprazision Werte innerhalb eines Intervalls von

+ 15 % (+ 20 % nahe der Bestimmungsgrenze).

5.3.3.5 Matrixeffekte, Wiederfindung und Prozessausbeute

Die Bestimmung der Matrixeffekte, Wiederfindungen und Prozessausbeuten wurde
jeweils fir das niedrige sowie hohe Konzentrationsniveau nach dem Verfahren von

t®”). Hierfir wurden drei verschiedene Proben-Sets

Matuszewski et al. durchgeflhr
hergestellt. Fir Set1 wurden die Analyten und ISTDs auf den entsprechenden
Konzentrationsniveaus in mobiler Phase analysiert. Fir Set 2 wurden zunachst Leerproben

aufgearbeitet, die erhaltenen Leerextrakte auf das entsprechende Konzentrationsniveau
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aufdotiert und abschlieend analysiert. Fir Set 3 wurden Leerproben vor der Extraktion auf
das entsprechende Konzentrationsniveau aufdotiert, aufgearbeitet und analysiert. Die
Proben eines jeden Sets wurden mindestens in Flinffachbestimmung analysiert, wobei fiir
die Sets 2 und 3 Leerproben derselben verschiedenen Spender verwendet wurden.

Matrixeffekte wurden durch die beiden folgenden Methoden bestimmt:

1. Vergleich der absoluten Peakflaichen der Analyten und ISTDs aus Set 2 mit jenen
aus Set 1
2. Vergleich der relativen Peakflachen (Flache Analyt/Flache zugewiesener ISTD) aus

Set 2 mit jenen aus Set 1

Die Wiederfindungen von Analyten und ISTDs wurden durch Vergleich der absoluten
Peakflachen aus Set 3 mit jenen aus Set 2 berechnet. Die Berechnung der Prozessausbeuten

beruhte auf dem Vergleich der absoluten Peakflachen aus Set 3 mit jenen aus Set 1.

GemaR der Richtlinien der GTFCh gilt fir den Mittelwert des Matrixeffektes ein
Akzeptanzintervall von 75— 125 %. Bei der Standardabweichung des Matrixeffektes gelten
bei der Verwendung deuterierter ISTDs 25%, ansonsten 15% (20% nahe der

Bestimmungsgrenze) als akzeptabel.

5.3.3.6 Autosamplerstabilitit

Um die Stabilitat der erfassten Analyten und ISTDs in aufgearbeiteten, sich im
Autosampler befindenden Proben zu ermitteln, wurden jeweils 10 Leerproben auf das
niedrige und das hohe Konzentrationsniveau aufdotiert und aufgearbeitet. Nach
Rekonstitution der Rickstande in mobiler Phase wurden die Proben identischer
Konzentrationsniveaus vereinigt, homogenisiert und auf jeweils neun neue HPLC-Vials
aliquotiert. Im Anschluss wurden Proben beider Konzentrationsniveaus jeweils stiindlich
injiziert und die Stabilitdt somit Gber einen Zeitraum von neun Stunden untersucht. Die
Autosamplerstabilitaiten der Analyten und ISTDs wurden durch Vergleich der absoluten

Peakflachen mit jenen aus der Erstinjektion berechnet.
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Laut GTFCh-Richtlinie betragt die maximal akzeptable Abnahme der Peakflachen tber den
Betrachtungszeitraum bei Verwendung deuterierter ISTDs 25 % und in andere Fillen 15 %

(20 % nahe der Bestimmungsgrenze).

5.3.3.7 Einfrier-/Auftaustabilitit und Langzeitstabilitat

Zur Uberpriifung der Einfrier-/Auftaustabilitit sowie der Langzeitstabilitit wurden
Pools von Leerproben zu je 18 mL hergestellt und durch Zugabe entsprechender Volumina
der Arbeitslosungen ,Mix Stock’ und ,Mix Se;’ auf das jeweilige niedrige und hohe
Konzentrationsniveau aufdotiert. Nach Homogenisation beider Ansdtze wurden die Pools
jeweils auf drei Sets zu je sechs Proben aliquotiert. Die Proben des Set 1 wurden sofort
aufgearbeitet und analysiert. Die Proben des Set2 wurden drei Einfrier/-Auftauzyklen
unterworfen und nach dem dritten Zyklus analysiert. Im Rahmen eines Zyklus wurden die
Proben fir mindestens 21 h bei —20 °C gelagert und anschlieBend fir mindestens 1 h
aufgetaut. Die Proben des Set 3 wurden Uber einen Zeitraum von 14 d bei — 20 °C gelagert
und anschlieBend analysiert. Die Einfrier-/Auftaustabilititen wurden durch Vergleich der
Konzentrationen aus Set2 mit jenen aus Setl1l berechnet. Die Berechnung der
Langzeitstabilitdten erfolgte durch den Vergleich der Konzentrationen aus Set 3 mit jenen aus
Set 1. Die Bestimmung der Konzentrationen erfolgte jeweils auf Basis einer arbeitstaglichen

Kalibration.

Als Akzeptanzkriterium fir die Analytstabilitat sollte der Mittelwert der Stabilitdtsproben

innerhalb 85 — 115 % des entsprechenden Kontrollprobenmittelwertes liegen.

5.3.3.8 Carry-over Effekte

Eine Leerprobe wurde auf das 50-fache des hochsten Kalibranten der Methode
aufdotiert und analysiert. Um auf einen madglichen carry-over hoher Analytmengen in
Folgeproben einer Analysenserie zu prifen, wurden anschliefend drei aufgearbeitete

Leerproben injiziert und auf Analytsignale hin untersucht.



Material und Methoden 119

5.3.4 Untersuchungen zur Langzeitnachweisbarkeit synthetischer Cannabinoide
in humanen Serumproben, Studiendesign

Ein mannlicher Freiwilliger nahm peroral eine Hartgelatinekapsel mit 5 mg reinem
AM-694 ein. Serumproben wurden folgend tUber mehrere Tage abgenommen, aufgearbeitet
und mit der entwickelten LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis synthetischer

Cannabinoide in Humanserum analysiert.

Drei Monate nach Durchfiihrung dieses Experiments wurde die Studie mit der Substanz AM-

2201 wiederholt.

5.4 Analyse humaner OF-Proben auf synthetische Cannabinoide
5.4.1 Erhalt von drogenfreiem OF

Drogenfreier OF (Leerprobe) wurde von freiwilligen Spendern des Instituts fir
Rechtsmedizin Freiburg erhalten und diente als Leermatrix fiir die Methodenentwicklung
sowie Methodenvalidierung. Die Leerproben wurden zentrifugiert und die erhaltenen

Uberstiande anschlieRend bis zu ihrer Verwendung bei — 20 °C in Glasréhrchen gelagert.

5.4.2 OF-Probennahme mit dem Driager DCD 5000 Probensammler

Im Falle einer kurzzeitig zurlckliegenden nasalen oder oralen Aufnahme von

Substanzen wird empfohlen, mindestens 10 min bis zur Probennahme zu warten.

Nach Herausnahme aus dem Transportrohrchen, wird der Speichelsammler an der
Mundschleimhaut der Wangeninnenseite des Probanden platziert und dort vorsichtig von
einer Seite zur anderen bewegt, ohne dass am Probensammler gesaugt oder auf ihm gekaut
wird. Das Ende der Probennahme wird angezeigt indem sich der Volumenindikator blau
farbt. Der Sammler wird anschlieRend zuriick in das Transportrohrchen gesteckt und jenes
mit dem Deckel verschlossen. Fiir den Fall, dass mehrere Proben gleichzeitig von demselben
Probanden abgenommen werden sollen (z. B. fiir eine Mehrfachbestimmung), kbnnen zwei
Probensammler an ihrer Rickseite zusammengesteckt werden und die Probennahme wie

beschrieben durchgefiihrt werden.
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5.4.3 Extraktion synthetischer Cannabinoide aus authentischen OF-Proben

Der mit der OF-Probe beladene Pad des Speichelsammlers DCD 5000 wurde in das
Probenrdohrchen eines Salivette-Speichelsammlers ausgestofen und anschliefend 5 min bei
3400 x g zentrifugiert. Nach Entfernen des Zentrifugationsréhrchens wurden 1 mL Ethanol
und 10 pL des ISTD-Gemisches ,ISpcp’ hinzugegeben und erneut fir 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde folgend in ein Glasrohrchen (iberfihrt, das Rohrchen in einen
Vakuumkonzentrator gestellt und die Probe bei 50 °C innerhalb von ca. 1,5 h zur Trockne
gebracht. Der Riickstand wurde im Anschluss mittels 0,2 mL Carbonatpuffer rekonstituiert.
Nach Zugabe von 1,5 mL des Extraktionsgemisches wurde die Probe fiir 5 min leicht auf dem
Uberkopfmischer durchmischt und im Anschluss fiir 20 min bei 3400 x g zentrifugiert. Es
wurde folgend 1 mL der organischen Phase in ein HPLC-Vial (iberfiihrt und dieser bei 40 °C
auf dem Heizblock unter Stickstoffstrom abgedampft. Zur Analyse wurde der getrocknete
Rickstand in 100 uL mobiler Phase, bestehend aus Laufmittel A,/Methanol (50:50 V/V,
Startzusammensetzung des Gradienten), rekonstituiert und in das LC/MS/MS-System

injiziert.

5.4.4 Extraktion synthetischer Cannabinoide aus OF-Validierungsproben

Wahrend der Methodenvalidierung wurden 333 uL drogenfreier OF in ein
Glasréhrchen Uberfiihrt und zunachst mit dem entsprechenden Volumen an Arbeitslosung
versetzt. Nach Zugabe von 1 mL Ethanol und 10 pL des ISTD-Gemisches ,ISpcp’ wurde die
Probe fir 5min bei 3400xg zentrifugiert. Nach Platzieren der Probe in den

Vakuumkonzentrator, wurde wie oben beschrieben weiter verfahren.

5.4.5 Methodenvalidierung

Die LC/ESI-MS/MS-Methode zur Bestimmung von 30 synthetischen Cannabinoiden in
humanen OF-Proben wurde ebenfalls quantitativ nach den Richtlinien der Deutschen
Gesellschaft fur Toxikologische und Forensische Chemie (GTFCh) validiert™). Da die
Arbeitsschritte im Vergleich zur oben beschriebenen Validierung der Methode zum Nachweis
synthetischer Cannabinoide in Humanserum weitestgehend identisch waren, werden folgend

lediglich die Unterschiede genauer beschrieben.
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5.4.5.1 Linearitit

Zur Ermittlung der Linearitdt wurde wie in Kapitel 5.3.3.2 dieses Abschnittes
beschrieben verfahren. Zur Herstellung der Kalibratoren wurden Leerproben mit 20, 30 und
40 pL der Arbeitslosung ,Mix DCDs’, 20, 30 und 50 pL der Arbeitslésung ,Mix DCD,* sowie 10
und 20 plL der Arbeitslésung ,Mix DCD;‘ aufdotiert.

5.4.5.2 Richtigkeit und Imprazision

Zur Beurteilung der Richtigkeit und Impréazision der Methode wurde wie in Kapitel
5.3.3.4 dieses Abschnittes beschrieben verfahren. Zur Herstellung der Qualitatskontrollen
wurden Leerproben mit 40 pL der Arbeitslésung ,Mix DCD3* (niedriges Konzentrationsniveau)

bzw. 10 uL der Arbeitslosung ,Mix DCD,‘ (hohes Konzentrationsniveau) aufdotiert.

5.4.5.3 Autosamplerstabilitit

Die Bestimmung der Autosamplerstabilitdit wurde wie in Kapitel 5.3.3.6 dieses
Abschnittes beschrieben durchgefiihrt, wobei in diesem Fall acht Proben beider
Konzentrationsniveaus hergestellt wurden und der Untersuchungszeitraum somit sieben

Stunden betrug.

5.4.5.4 Wiederfindung der Analyten bei Verwendung des Drager DCD 5000

Um die Analytmengen zu ermitteln, die ggf. auf bzw. an dem Polymerpad des DCD
5000 verbleiben und der Analytik somit nicht mehr zugdnglich sind, wurden drei
verschiedene Proben-Sets hergestellt. Fiir jedes Set wurden jeweils drei DCD 5000 in 400 pL
OF getaucht, der zuvor mit 10 pL der Arbeitslosung ,Mix DCD;‘ versetzt wurde. Fiinf min nach
vollstandigem Aufsaugen der Probe wurde mit den Sets unterschiedlich weiter verfahren. Fiir
Set 1 wurden die Pads der DCD 5000 wie in 5.4.3 des experimentellen Teils beschrieben in
das Probenréhrchen eines Salivette-Speichelsammlers ausgestoRen, zentrifugiert und sofort
aufgearbeitet. Die DCD 5000 Speichelsammler von Set2 wurden zurlick in das
Transportrohrchen platziert. Fir Set 3 wurden die Pads der DCD 5000 in ein Eppendorf-
Reaktionsgefall (2 mL) ausgestolRen, 1 mL Ethanol zugegeben und die Gefdlle verschlossen.

Die Proben der Sets2 und 3 wurden folgend fiir 3d unter Lichtausschluss bei
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Raumtemperatur gelagert. Die Bestimmung der Analytwiederfindungen erfolgte jeweils auf

Basis einer arbeitstaglichen Kalibration.

5.4.5.5 Einfrier-/Auftaustabilitit

Da bei Verwendung des DCD 5000 das gesamte Probenmaterial zur Analyse
verwendet wurde und somit keine Reanalyse der Probe moglich war, wurde die

Einfrier-/Auftaustabilitat nicht untersucht.

5.5 Analyse humaner nOF-Proben auf synthetische Cannabinoide
5.5.1 Erhalt von drogenfreiem nOF

Drogenfreier nOF (Leerprobe) wurde erhalten, indem freiwillige Spender des Instituts
flr Rechtsmedizin Freiburg in ein Glasréhrchen spuckten. Die Proben dienten als Leermatrix
fir die Methodenentwicklung sowie Methodenvalidierung und wurden bis zu ihrer

Verwendung bei — 20 °Cin Glasrohrchen gelagert.

5.5.2 nOF-Probennahme mit dem Biophor RapidEASE Probensammler

Vor der Probennahme spiilt der Proband zunachst seinen Mund mit Wasser und
wartet anschlieBend fiir ca. 10 min. AnschlieBend spuckt der Proband solange in das
Probenrohrchen bis das erforderliche Mindestvolumen von ca. 2 mL erreicht ist (erkennbar
an einer schwarzen Linie zur Volumenanzeige). Das Probenrdhrchen wird anschliefend

verschraubt und bis zur Analyse bei - 20 °C gelagert.

5.5.3 Extraktion synthetischer Cannabinoide aus authentischen nOF-Proben

200 pL der nOF-Probe wurden zunéachst in ein Glasrohrchen Uberfiihrt und durch
kurzes Vortexen homogenisiert. Anschlieend erfolgte die Zugabe von 10 puL des ISTD-
Gemisches ,ISor* gefolgt von 600 uL eiskaltem Acetonitril. Nach erneut kurzem Vortexen,
wurde die Probe fiir 20 min bei 3400 x g und 0 °C zentrifugiert. Daraufhin wurden 600 uL des
Uberstandes in ein HPLC-Vial Uberfiihrt und bei 60 °C unter Stickstoffstrom zur Trockne

gebracht. Zur Analyse wurde der getrocknete Riickstand in 100 uL mobiler Phase, bestehend
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aus Laufmittel A,/Methanol (50:50 V/V, Startzusammensetzung des Gradienten),

rekonstituiert und in das LC/MS/MS-System injiziert.

5.5.4 Methodenvalidierung

Die LC/ESI-MS/MS-Methode zur Bestimmung von 28 synthetischen Cannabinoiden in
humanen nOF-Proben wurde ebenfalls quantitativ nach den Richtlinien der Deutschen
Gesellschaft fur Toxikologische und Forensische Chemie (GTFCh) validiert™). Da die
Arbeitsschritte im Vergleich zur oben beschriebenen Validierung der Methode zum Nachweis
synthetischer Cannabinoide in Humanserum weitestgehend identisch waren, werden folgend

lediglich die Unterschiede genauer beschrieben.

5.5.4.1 Linearitit

Zur Ermittlung der Linearitdt wurde wie unter 5.3.3.2 des experimentellen Teils
beschrieben verfahren. Zur Herstellung der Kalibratoren wurden Leerproben mit 20, 30 und
40 pL der Arbeitslosung ,Mix OF,‘ sowie 10, 20, 30, 40 und 50 puL der Arbeitslosung ,Mix OF’

aufdotiert.

5.5.4.2 Richtigkeit und Imprazision

Zur Beurteilung der Richtigkeit und Imprazision der Methode wurde wie unter 5.3.3.4
des experimentellen Teils beschrieben verfahren, wobei die Qualitdtskontrollen jeweils in
Dreifachbestimmung analysiert wurden. Zur Herstellung der Qualitatskontrollen wurden
Leerproben mit 40 uL der Arbeitslosung ,Mix OF,’ (niedriges Konzentrationsniveau) bzw.

25 uL der Arbeitslosung ,Mix OF;‘ (hohes Konzentrationsniveau) aufdotiert.

5.5.4.3 Einfrier-/Auftaustabilitit

Es wurden Pools von Leerproben zu je 3,6 mL hergestellt und durch Zugabe
entsprechender Volumina der Arbeitslosungen ,Mix Stock’ und ,Mix OF,* auf das jeweilige

niedrige und hohe Konzentrationsniveau aufdotiert. Die Bestimmung der
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Einfrier-/Auftaustabilitdt sowie der Langzeitstabilitdt wurde anschlieBend wie unter 5.3.3.7

des experimentellen Teils beschrieben durchgefiihrt.

5.5.4.4 Carry-over Effekte

Die Prifung auf carry-over wurde wie unter 5.3.3.8 des experimentellen Teils
beschrieben durchgefiihrt, wobei die Leerprobe jedoch auf das 100-fache des hochsten

Kalibranten aufdotiert wurde.

5.5.5 Expositionsversuch 3, Studiendesign

Ein mannlicher Freiwilliger nahm peroral eine Hartgelatinekapsel mit 5 mg reinem
AM-2201 ein. Serum- und nOF-Proben wurden anschlieend liber einen Zeitraum von 25 h
abgenommen und mit den entwickelten LC/ESI-MS/MS-Methoden zum Nachweis
synthetischer Cannabinoide in humanen Serum- und nOF-Proben analysiert. Zur Sammlung
der nOF-Proben wurde der RapidEASE-Probennehmer verwendet. Die Lagerung der nOF-

Proben erfolgte bei 4 °C. Die Serumproben wurden bei — 20 °C aufbewahrt.

5.5.6 Expositionsversuch 4, Studiendesign

Zwei mannliche Freiwillige zogen jeweils drei Mal kurz an einem Joint, ohne zu
inhalieren. Der Rauch wurde fiir wenige Sekunden im Mundraum belassen und anschliefend
ausgeblasen. Der Joint enthielt jeweils 100 mg flinf verschiedener Rduchermischungen sowie
500 mg Tabak. Die Rauchermischungen wurden im Vorfeld wie in Kapitel 5.1 dieses
Abschnittes beschrieben qualitativ auf den Inhalt etwaiger synthetischer Cannabinoide
untersucht, wobei die folgenden 12 Substanzen nachgewiesen werden konnten: AM-2201,
JWH-018, JWH-019, JWH-073, JWH-122, JWH-200, JWH-210, JWH-250, JWH-251, JWH-307,
MAM-2201 sowie das ortho Isomer von RCS-4. Uber die folgenden 90 h wurden nOF-Proben
gesammelt, wobei nach ca. 3 h ebenfalls eine Serumprobe genommen wurde. Serum- und
nOF-Proben wurden bei —20 bzw. 4 °C gelagert und am Folgetag mit den entwickelten
LC/ESI-MS/MS-Methoden zum Nachweis synthetischer Cannabinoide in humanen Serum-

und nOF-Proben wie unter 5.3.2 und 5.5.3 dieses Abschnittes beschrieben analysiert.
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5.5.7 Untersuchungen zur Stabilitit ausgewahlter synthetischer Cannabinoide
in authentischen nOF-Proben in Abhidngigkeit des Probengefifies,
Studiendesign

Eine nOF-Probe aus dem in Kapitel 3.3.3.2 dieses Abschnittes beschriebenen
Versuches diente als authentische Probe fiir die Untersuchungen. 200 uL der Probe wurden
mit 11,8 mL eines Pools frisch gesammelten nOF versetzt, um Substanzkonzentrationen im
Kalibrationsbereich der Methode zum Nachweis synthetischer Cannabinoide in humanen
nOF-Proben zu erhalten. Der Ansatz wurde homogenisiert und anschlieBend zu je 300 pL auf
die Glas- und Probenréhrchen der beiden Speichelsammler RapidEASE und Saliva Split
Collector aliquotiert. Die Rohrchen wurden Gber 72 h unter Lichtausschluss bei 4 und 25 °C
gelagert. Zur Bestimmung der Anfangskonzentrationen wurden auRerdem drei Rohrchen aus
Kalknatronsilikatglas mit jeweils 200 uL des hergestellten Pools befillt und sofort
aufgearbeitet. Die Bestimmung der Analytkonzentrationen erfolgte auf Basis einer
arbeitstaglichen Flnf-Punkt-Kalibration. Die Analytwiederfindungen wurden durch Vergleich
der mittleren Analytkonzentrationen der entsprechenden Lagerungsbedingung (Zeit,
Temperatur, Art des Probenréhrchens) mit den mittleren Anfangskonzentrationen berechnet.
Mittlere Analytwiederfindungen von 20 % der Anfangskonzentrationen wurde als stabil
betrachtet. Zur Analyse der Proben wurde die zum Nachweis synthetischer Cannabinoide in

humanen nOF-Proben entwickelte LC/ESI-MS/MS-Methode verwendet.

5.6 Analytische Methoden
5.6.1 Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC/MS)

Die qualitative Analyse der Rauchermischungen und ,Research Chemicals” erfolgte
auf einem GC/MS-System bestehend aus einem Gaschromatograph 6890 mit Autosampler
7683B, gekoppelt mit einem Massenspektrometer 5973 der Firma Agilent (Waldbronn,

Deutschland).

Die GC-Bedingungen waren wie folgt: splitlose Injektion; Injektortemperatur, 270 °C;
Trennsaule: HP-5-MS 30m x 0,25 mm Innendurchmesser, 0,25 mm Filmdicke (Agilent);
Tragergas, Helium; Flussrate, 1 mL/min; Temperaturprogramm, initial 100 °C (Haltezeit

3 min), lineares Heizen auf 310 °C mit 30 °C/min (Haltezeit 10 min).
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Die MS-Bedingungen waren wie folgt: Temperatur der Transferline, 280 °C;
Quellentemperatur, 230 °C; lonisationsart, El; lonisationsenergie, 70 eV; Messmodus, Full-

Scan; Massenbereich, m/z 50 - 550 amu mit 1,5 Scans/s.

Zur Datenauswertung von GC/EI-MS-Spektren sowie zur Erstellung laboreigener
Spektrenbibliotheken wurde die Software ChemStation G1701GA in der Version D.03.00611

verwendet.

5.6.2 Hochaufgeloste Hochleistungsfliissigkeitschromatographie-Tandem-
massenspektrometrie (LC/HR-MS/MS)

Fir die Bestimmung hochaufgeloster Massen von Molekil- und Fragment-lonen
wurde LC/HR-MS/MS verwendet. Die entsprechenden Messungen wurden von Herrn Dr.
Sebastian Broecker am Institut fiir Rechtsmedizin der Charité Berlin durchgefiihrt. Die
chromatographische Trennung der Analyten wurde mittels eines Agilent 1200 SL HPLC-
Systems auf einer Phenomenex Luna Cig-Sdule (150 x 2 mm, 5 um) bei einer Flussrate von
0,25 mL/min realisiert. Als FlieBmittel wurden die mobilen Phasen A, sowie B (Methanol)
verwendet. Der bindre Gradient war wie folgt: initial 50 % B, linearer Anstieg auf 80 % B
innerhalb von 5 min, linearer Anstieg auf 90 % B innerhalb von 4 min (2 min Haltezeit),
linearer Abfall auf 50 % B innerhalb von 1,5 min (2,5 min Haltezeit) zur Reequilibrierung der
Saule. Zur Erhéhung der Empfindlichkeit wurde post-column n-Propanol mit einer Flussrate

von 0,2 mL/min zugefihrt. Das Injektionsvolumen betrug 20 pL.

Die Detektion erfolgte unter Verwendung eines 6530 Q-TOF-Massenspektrometers im
positiven lonenmodus. Die MS-Parameter waren wie folgt: lonisationsart, ESI-positiv;
Quadrupol-Massenfenster im MS/MS Modus, 1,3m/z; Kollisionsgas, Stickstoff;
Kollisionsenergie, 0-40eV (MS Modus) bzw. 20 und 40eV (MS/MS Modus);
Massengenauigkeit, <3 ppm (MS Modus) bzw. <5 ppm (MS/MS Modus); Messfrequenz,
10.000 Signale/s; Detektionsfrequenz, 4 GHz (MS-Modus), 1 GHz (MS/MS-Modus).

Zur Datenauswertung wurde die Software MassHunter Qualitative Analysis in der Version

B.03.01 verwendet.
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5.6.3 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Die NMR-Messungen wurden von Herrn Volker Brecht sowie Herrn Sascha Ferlaino
am Institut fir Pharmazeutische Wissenschaften, Universitat Freiburg, durchgefiihrt. Die 1D-
NMR-Spektren wurden bei Raumtemperatur mittels eines DRX 400-Spektrometers der Firma
Bruker BioSpin (Rheinstetten) aufgenommen (*H: 400,13 MHz; 3C: 100,62 MHz). Die
chemischen Verschiebungen 6 wurden in ppm relativ zu CHCl; sowie CDCl; als internen
Standard (*H: 6 = 7,28 ppm; Bc.6§=77,23 ppm), die Kopplungskonstanten in Hz sowie die
Multiplizitaten als s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), g (Quartett) sowie m (Multiplett)
angegeben. Zur Signalzuordnung wurden 1D-TOCSY- und 2D-'H/*3c-HsQC-, *H/*H-COSY- und
'H/BC-HMBC-Experimente durchgefiihrt.

Zur Datenauswertung wurde die Software TopSpin der Firma Bruker BioSpin in der Version

2.1 verwendet.

5.6.4 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie-Tandemmassenspektrometrie
(LC/ESI-MS/MS)

Fir den Nachweis synthetischer Cannabinoide in humanen Serum- und Oral Fluid-
Proben wurde LC/ESI-MS/MS verwendet. Die chromatographische Trennung der Analyten
wurde mittels eines Shimadzu Prominence HPLC-Systems auf einer Phenomenex Luna Phenyl
Hexyl-Sdule (50 x 2 mm, 5 um) bei einer Flussrate von 0,4 mL/min realisiert. Als FlieBmittel
wurden die mobilen Phasen A, sowie B (Methanol) verwendet. Der bindre Gradient war wie
folgt: initial 50 % B, linearer Anstieg auf 90 % B innerhalb von 7 min (1,5 min Haltezeit),
linearer Abfall auf 50 % B innerhalb von 0,5 min (3 min Haltezeit) zur Reequilibrierung der
Saule. Zur Erhéhung der Empfindlichkeit wurde post-column n-Propanol mit einer Flussrate
von 0,2 mL/min zugefiihrt. Die Autosamplertemperatur betrug 10 °C, die Ofentemperatur

50 °C und das Injektionsvolumen 20 pL.

Die Detektion der Analyten und ISTDs erfolgte unter Verwendung eines QTrap 4000 Triple-
Quadrupol-Tandemmassenspektrometers mit linearer lonenfalle im positiven lonenmodus
(AB Sciex, Darmstadt). Die Quellenparameter waren wie folgt: lonisationsart, ESI-positiv;
Quellenspannung, 2,5kV; Quellentemperatur, 600 °C; Curtaingas, Stickstoff, 20 psi; lon

Source Gas 1, 40 psi, lon Source Gas 2, 50 psi.

Zur Datenauswertung wurde die Software Analyst 1.5.1 verwendet.
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Die ,scheduled Multiple Reaction Monitoring” Methode (sMRM) zum Nachweis
synthetischer Cannabinoide in humanen Matrixproben erfasste jeden Analyten mit zwei
MRM-Ubergingen sowie jeden ISTD mit einem MRM-Ubergang. Die MRM-Uberginge
wurden jeweils in einem Zeitfenster von + 25 s der erwarteten Retentionszeit eines jeden
Analyten und ISTD aufgenommen. Die Gesamtzykluszeit betrug 1,2 s mit einer Pause von
5ms zwischen jedem Ubergang. Alle Analyten und ISTDs wurden durch Direktinfusion
hinsichtlich der substanzabhangigen massenspektrometrischen Parameter Declustering
Potential (DP), Entrance Potential (EP), Collision Energy (CE) sowie Collision Cell Exit Potential
(CXP) optimiert. Die MS-Parameter und Retentionszeiten aller mit der Methode erfassten

Analyten und ISTDs sind in Tabelle 17 aufgefiihrt.

Tabelle 17 MRM Uberginge, optimierte MS-Parameter, Retentionszeiten und Qualifier/Quantifier-Verhaltnisse
aller Analyten und ISTDs der LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis synthetischer Cannabinoide.

Analyt Q Q; DP EP CE CXP t,3 Qualifier'/Qua ntifier
[Da] [Da] V] V] V] V] [min] Ratio [%]

135,2* 70 5 41 10

AB-001 350,5 107,1 70 5 60 7 7,2 14
135,1* 70 5 26 19

AKB48 366,2 93,1 70 5 72 3 7,4 15
135,1* 75 5 29 18

AKB48-5F 384,1 1341 e c 58 23 6,8 55
98,1* 78 5 56 6

AM-1220 383,5 155.1 - c 38 1 1,4 34
135,1* 80 5 41 10

AM-1248 391,2 1121 80 c a1 7 3,4 36
155,0* 85 5 36 11

AM-2201 360,2 1271 85 c 64 8 6,1 65
155,1 85 5 30 12

AM-2232 353,1 1271 8c c 20 9 4,9 65
98,1* 65 5 53 6

AM-2233 459,1 112.1 65 c 31 8 1,0 61
231,0* 80 5 40 16

AM-694 436,3 2030 30 5 67 3 5,5 35
135,1* 80 5 41 10

APICA 365,1 107,1 30 5 62 7 6,9 14
155,1* 72 5 35 7

CRA-13 369,3 1711 > c 40 11 7,9 91
155,2* 85 5 36 12

JWH-007 356,2 1272 35 c 20 9 6,8 68
155,1* 85 5 34 11

JWH-015 328,2 1271 gc c 60 8 5,8 67
155,1* 90 5 35 7

JWH-018 342,2 1271 90 c 61 8 6,8 72
155,1* 90 5 36 11

JWH-019 356,2 1271 90 c - 9 7,2 66
155,1* 100 5 36 10

JWH-020 370,3 1271 100 c 65 8 7,5 86

JWH-073 328,2 155,1* 90 5 32 11 6,3 67
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Analyt Q Q; DP EP CE CXP t,} Qualifier(Qua ntifier
[Da] [Da] V] V] V] V] [min] Ratio [%]
127,1 90 5 65 8
185,1* 80 5 35 12
JWH-081 372,2 2142 30 5 35 10 7,0 33
169,1* 94 5 36 12
JWH-122 356,2 141,1 94 5 66 9 7,2 56
155,1* 80 5 33 11
JWH-200 385,2 114,1 30 5 37 3 2,6 54
125,0* 80 5 36 8
JWH-203 340,1 188,2 30 5 )8 13 6,3 13
183,1* 80 5 35 8
JWH-210 370,2 2142 30 5 35 10 7,5 33
121,1* 75 5 30 8
JWH-250 336,3 911 75 5 63 5 6,1 44
105,1* 80 5 34 6
JWH-251 320,2 214.1 30 5 34 9 6,2 69
155,1* 60 5 30 11
JWH-307 386,2 127,0 60 5 7 9 7,0 55
155,1* 60 5 30 11
JWH-370 386,2 127,0 60 5 7 9 7,3 58
233,0* 80 5 38 5
JWH-387 420,1 2050 30 5 62 15 7,6 43
189,2* 85 5 37 14
JWH-398 376,2 1612 35 5 62 12 7,4 61
173,2* 70 5 36 13
JWH-412 360,4 145,1 70 5 66 10 6,9 57
169,2* 70 5 37 13
MAM-2201 374,4 1411 70 5 61 10 6,5 65
Methanandamid 362,2 7961”22* 21 2 22 g 6,7 28
135,1* 80 5 34 10
RCS-4 322,2 771 30 5 77 4 5,9 31
RCS-4 orth 135,1%* 80 5 32 10
Isor:ér ° 322,2 77,1 80 5 74 4 >7 37
121,1* 60 5 34 8
RCS-8 376,2 911 60 5 74 5 7,1 45
135,1* 85 5 41 10
STS-135 383,1 107,1 85 5 66 7 6,4 16
125,0* 70 5 34 16
UR-144 312,1 214,0 70 5 37 17 6,6 45
UR-144 Isomer 312,1 21{:2,11* gg 2 ii 13 6,3 42
135,0* 70 5 30 9
WIN 48,098 379,2 114,1 70 5 a1 3 1,7 13
155,1* 80 5 36 11
WIN 55,212-2 427,2 1271 30 5 76 3 5,6 40
125,1* 80 5 32 9
XLR-11 330,1 232.1 30 5 34 18 5,9 35
XLR-11 Isomer 330,1 213424}1* gg 2 ;g 13 5,6 2

Interne Standards
D4y-JWH-007 365,2 155,1 90 5 36 11 6,8 -
D,JWH-015 335,2 155,1 85 5 34 11 5,7 -
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Analyt Q Q; DP EP CE CXP tr Qualifier/Quantifier
[Da] [Da] V] V] V] V] [min] Ratio [%]

D;;-JWH-018 353,3 155,1 90 5 35 7 6,7 -
Dg-JWH-073 337,3 155,1 90 5 32 11 6,2 -
Do JWH-081 381,2 185,2 80 5 35 12 7,0 -
Dg-JWH-122 365,2 169,2 94 5 36 12 7,2 -
Ds-JWH-200 390,2 155,1 80 5 33 11 2,5 -
D4y JWH-210 379,2 183,2 80 5 35 8 7,5 -
Ds-JWH-250 341,2 121,1 75 5 30 8 6,0 -
Dgs-JWH-398 385,2 189,2 85 5 37 14 7,3 -
D4-RCS-4 331,2 135,1 80 5 34 10 5,8 -
D3-11-OH-THC 334,3 316,2 65 5 20 8 5,5 -
D,-Flunitrazepam 321,0 275,2 65 5 50 8 2,6 -

(Q1) m/z des Precursor-lons, (Qs) m/z des Fragment-lons, (DP) Declustering Potential, (EP) Entrance Potential,
(CE) Collision Energy, (CXP) Collision Cell Exit Potential, (tz) Retentionszeit.
* Quantifier-lon
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

(n)OF (neat) Oral Fluid

(s)IMRM (scheduled) Multiple Reaction Monitoring

11-OH-THC 11-Hydroxy-A°-tetrahydrocannabinol

AC Adenylatcyclase

BtM Betaubungsmittel

BtMAndV Betaubungsmitteldanderungsverordnung

BtMG Betdubungsmittelgesetz

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

CB Cannabinoidrezeptor

CBD Cannabidiol

CBN Cannabinol

CDCl3 deuteriertes Chloroform

CE collision energy

CK Creatin-Kinase

CXpP collision cell exit potential

DC Diinnschichtchromatographie

DP declustering potential

ECso halbmaximale effektive Konzentration

El ElektronenstoR-lonisation

EP entrance potential

ESI Elektrospray-lonisation

GC/MS Gaschromatographie-Massenspektrometrie

GDP Guanosindiphosphat

GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor

GTFCh Gesellschaft fur Toxikologische und Forensische Chemie

GTP Guanosintriphosphat

HR Hochauflésung (high resolution)

HR-MS Hochaufgeldste Massenspektrometrie

ICso halbmaximale inhibitorische Konzentration

ISTD Interner Standard

Ki Inhibitionskonstante

LC Hochleistungsflissigkeitschromatographie

LC/MS/MS Hochleistungsflissigkeitschromatographie -
Tandemmassenspektrometrie

LLOQ Bestimmungsgrenze (lower limit of quantification)

LOD Nachweisgrenze (limit of detection)

m/z Masse-zu-Ladungsverhaltnis

MS Massenspektrometrie, Massenspektrometer

MS/MS Tandemmassenspektrometrie
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NMR Kernspinresonanzspektroskopie

R Korrelationskoeffizient

R? Bestimmtheitsmal}

RSD relative Standardabweichung (relative standard deviation)

SAR Struktur-Wirkungs-Beziehungen (structure actitvity
relationships)

StGB Strafgesetzbuch

StVG StralBenverkehrsgesetz

THC A°-Tetrahydrocannabinol

THC-COOH 11-Nor-9-carboxy-A°-tetrahydrocannabinol

TIC Totalionenchromatogramm (total ion chromatogram)
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ANHANG

1 Bioassays zur pharmakologischen Charakterisierung von synthetischen
Cannabinoiden

1.1 In vivo Bioassays

Bevor mit der Identifizierung und Klonierung der CB-Rezeptoren die Grundlagen fir die
Entwicklung von in vitro Testsystemen geschaffen wurden, existierte fiir Untersuchungen zur
pharmakologischen Potenz und SAR cannabimimetischer Substanzen lediglich die Mdéglichkeit
mit Versuchstieren zu arbeiten. So wurden trotz der komplexen Wirkungen, die Uber CB-
Rezeptoren vermittelt werden, in der Vergangenheit zahlreiche Tiermodelle entwickelt, die es

ermoglichen, die cannabimimetische Potenz von Substanzen zu quantifizieren.

1.1.1 Tetrade-Modell

Das bekannteste und am haufigsten verwendete Tiermodell ist das sogenannte Tetrade-
Modell, bei dem der Einfluss einer Testsubstanz auf vier spezielle Verhaltensweisen bzw.

Reaktionen der Maus Uberprift wird.

1.1.1.1 Antinozizeption/Tail-Flick-Test

Beim Tail-Flick-Test setzt man den Schwanz des Versuchstieres (meist Mause) durch
Hitzeexposition einem Schmerzreiz aus und erfasst die Zeitspanne bis das Tier auf den Reiz
reagiert. Ermittelt wird hierbei die Zeitdifferenz, die sich im Vergleich zu einer vorherigen

intravendsen (i.v.) Gabe einer Testsubstanz ergibt[m’ 298],

1.1.1.2 Hypothermie

Die Gabe von CB;-Agonisten flihrt bei Mdusen zu einem Absinken der Kérpertemperatur.

Dies ermoglicht Riickschlisse auf die Potenz einer Testsubstanz die Bestimmung der

Rektaltemperatur vor und nach Gabe der Substanz!*®!.
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1.1.1.3 Katalepsie/Ring-Immobilititstest

Bei diesem Test nutzt man den Umstand aus, dass cannabimimetisch wirkende
Substanzen die Bewegungsfahigkeit bei Mdusen herabsetzen. Im Rahmen des Tests werden die
Versuchstiere vor und nach Applikation der Testsubstanz auf einen sich in der Luft befindenden
Ring gesetzt. AnschlieBend wird die Summe an Zeitabschnitten erfasst, in der keine spontanen

Bewegungen innerhalb eines definierten Zeitraumes auftreten!®®®.

1.1.1.4 Sedierung/Spontanmotorische Aktivitit

Cannabimimetika fuhren ebenfalls zu einer Sedierung der Maus. Dies erfasst man
anhand der spontanmotorischen Aktivitdt eines Versuchstieres nach Gabe der betreffenden
Testsubstanz gegeniiber Placebo. Im Rahmen dieses Experimentes werden die Versuchstiere
nach Applikation in einen speziellen Versuchskafig gesetzt. In diesem wird anschlieBend die

Bewegungsaktivitdt des Tieres mittels Infrarotstrahlen erfasst!?2% 2%,

1.1.2 Dog static ataxia-Modell

Eines der ersten Tiermodelle zur Untersuchung der Wirkstarke von Cannabinoiden
basiert auf der Beobachtung, dass Hunde nach THC-Applikation eine Vielzahl an Effekten zeigen
(Sedierung, Katalepsie, Koordinationsschwierigkeiten etc.). Die Kombination dieser Effekte fuhrt
dazu, dass die Tiere hin- und hertorkeln, wenn sie sich in einem fixierten Zustand befinden.

Dieses ungewohnliche Verhalten wird im Rahmen des Versuches quantifiziert[e’ 298],

1.1.3 Drug discrimination-Modell

Das drug discrimination-Modell wird seit Jahrzehnten angewendet, um zu ermitteln, ob
eine Testsubstanz bei Versuchstieren (meist Ratten oder Affen) dieselben subjektiven
Wahrnehmungseffekte hervorruft, die von THC ausgel6st werden. Hierfir wird dem Tier
zunachst mehrfach THC appliziert und die subjektiv empfundenen Effekte mit einer bestimmten
Handlung assoziiert. Dies ist meist der Erhalt einer Belohnung (Futter), insofern das Tier den
richtigen von zwei Hebeln betatigt. Nach Gabe von Placebo erhdlt das Tier lediglich dann eine

Belohnung, wenn es den anderen Hebel betdtigt. Somit lernt das Versuchstier zunachst
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zwischen dem subjektiven Effekt und Placebo zu unterscheiden. Die trainierten Tiere erhalten in
der Folge die zu testende Substanz. Ob durch sie THC-dhnliche Effekte ausgel6st werden, kann
der Experimentator bestimmen, indem er die Genauigkeit ermittelt, mit der das Versuchstier

den dem THC-Effekt zugewiesenen Hebel betétigt[s’ 23,221, 222]

1.1.4 Anmerkungen zur Eignung von in vivo Assays

Das Tetrade-Modell ist auch heutzutage noch das am haufigsten verwendete Bioassay,
um die cannabimimetische Wirkstarke einer Testsubstanz abzuschatzen. Es sollte jedoch an
dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass die vier Reaktionen des Versuchstieres einzeln
betrachtet nicht spezifisch flir eine cannabimimetische Aktivitat sind. So rufen beispielsweise
zahlreiche zentralwirksame Wirkstoffe aus der Gruppe der Antidepressiva oder Neuroleptika
ebenfalls ein oder mehrere der beschriebenen Effekte hervor. Der Unterschied zu
cannabimimetisch wirksamen Substanzen ist allerdings, dass in diesen Fillen die
entsprechenden Effekte nicht von einem CBj-Antagonisten gehemmt werden. Um falsch
positive Ergebnisse zu vermeiden, ist es deshalb ratsam, sowohl alle vier Einzeltests des Modells
durchzufiihren als auch durch die gleichzeitige Gabe eines CB;-Antagonisten zu Uberpriifen, ob

die Effekte auch tatsachlich Gber den CB;-Rezeptor vermittelt werden!?%®2%7],

Die Tatsache, dass das drug discrimination-Modell die subjektive Wahrnehmung eines
Versuchstiers analysiert, macht es pharmakologisch wesentlich spezifischer als das Tetrade-

Modell und sollte diesem trotz des erhdhten Zeitaufwandes vorgezogen werden!®®”!.

1.2 Ex vivo Bioassays

Bevor in vitro Aktivitatsassays experimentelle Versuche mit Tieren weitestgehend
ersetzten, wurde zur Bestimmung der cannabimimetischen Potenz ebenso der Umstand
genutzt, dass CB-Agonisten das Ausmal} elektrisch erzeugter Kontraktionen von isolierten
Strangen glatter Muskulatur senken kénnen. Zur Anwendung kamen hierbei hauptsachlich der
Samenleiter (vas deferens) der Maus sowie spezifische Nervenfasern (plexus myentericus) aus

dem Diinndarm des Meerschweinchens!® 7 23,
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1.3 In vitro Bioassays
1.3.1 Bindungsaffinititsassays

Die Rezeptorbindungsaffinitat ist jene Affinitdt, mit der eine zu charakterisierende
Substanz in der Lage ist, eine hochaffine Referenzsubstanz von einem bestimmten Rezeptor zu
verdrangen. In der heutigen experimentellen Pharmakologie werden zur Bestimmung solcher
Affinitdten in der Regel sogenannte Verdriangungsassays verwendet. Hierbei werden
Untersuchungen zur Affinitdt an CB-Rezeptoren meist an Homogenaten isolierter Membranen
durchgefihrt, in denen einer der beiden CB-Rezeptorsubtypen exprimiert wird. Solche
Membranen werden in der Regel aus kultivierten Zellen erhalten (z. B. murine Zellen, CHO-
Zellen oder humane Nierenzellen), in welche die fiir den spezifischen Rezeptor codierende
cDNA transfiziert wurde. In selteneren Fillen werden auch Homogenate von Geweben
verwendet, in denen der gewlinschte Rezeptorsubtyp nattrlich exprimiert wird. Auf Grund der
hohen Dichte an CB;- bzw. CB,-Rezeptoren wird hierfiir typischerweise Hirn- bzw. Milzgewebe
von Ratten oder Madusen benutzt. Als Referenzsubstanzen kommen meist die radioaktiv
markierten Substanzen CP-55,940 oder WIN 55,212-2 in Form ihrer mit Tritium markierten
Analoga zur Anwendung ([*H]CP-55,940 und [*H]WIN 55,212-2)" ' 1 zunichst wird das
Homogenat mit der Referenz- sowie Testsubstanz inkubiert. Nach Erreichen des
Bindungsgleichgewichts erfolgen anschlieBend die Abtrennung des gebundenen vom
ungebundenen Teil des Radioliganden und die Bestimmung der Restradioaktivitat innerhalb des
Homogenates. Die Restradioaktivitdt ist hierbei ein MaR fiir die Fahigkeit der Testsubstanz die
Referenzsubstanz vom untersuchten Rezeptor zu verdrdangen. Hierbei gilt, je niedriger die
bestimmte Restradioaktivitdt, desto groBer ist die Bindungsaffinitdt der Testsubstanz zum
Rezeptor. Im Zuge solcher Verdrangungsassays werden aufsteigende Konzentrationen der
Testsubstanz verwendet und die jeweils resultierende Restradioaktivitdt bestimmt. Jene
Konzentration, bei der eine halbmaximale Verdrangung der Referenzsubstanz beobachtet wird,
wird als mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) bezeichnet. Sie ist ein direktes Mafd fur die
Bindungsaffinitat einer Testsubstanz und kann in eine Inhibitionskonstante (K;) umgerechnet
werden?®, Je niedriger der Wert von ICsq oder K; ist, desto hoher ist die Bindungsaffinitat der

betreffenden Substanz.
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1.3.2 Aktivititsassays

Im Gegensatz zu Bindungsaffinitdtsassays bestimmen Aktivitdtsassays das Ausmal} von
Effekten im Zuge der Signaltransduktion, d. h. nach erfolgter Aktivierung eines biologischen
Systems durch eine Testsubstanz. Hierbei ist es beispielsweise durch Testung aufsteigender
Substanzkonzentrationen maglich, die intrinsische Aktivitat bzw. die pharmakologische Potenz
der Testsubstanz an einem bestimmten Rezeptor zu ermitteln. Darliber hinaus kann in
Aktivitatsassays ermittelt werden, ob es sich bei einer Testsubstanz um einen Vollagonisten,

Partialagonisten, inversen Agonisten oder Antagonisten handelt.

1.3.2.1 Forskolin-stimuliertes cAMP-Assay

Die Tatsache, dass die Aktivierung von CB-Rezeptoren zu einer Inhibition der
Adenylatcyclase (AC) und somit zur Senkung des intrazelluldaren cAMP-Spiegels fiihrt, macht
man sich im sogenannten Forskolin-stimulierten cAMP-Assay zu Nutze. Hierbei werden
transfizierte Zellen oder Gewebehomogenate zundchst mit dem AC-Aktivator Forskolin versetzt
und die Menge an freigesetztem cAMP radioimmunologisch in Abwesenheit sowie in
Gegenwart aufsteigender Konzentrationen der Testsubstanz bestimmt. In diesem Fall wird jene
Konzentration, bei der ein halbmaximaler Effekt der Testsubstanz erhalten wird, als mittlere
inhibitorische Konzentration (ICsg) bezeichnet. Sie ist ein direktes MaR fiir die intrinsische

Aktivitat der Testsubstanz am untersuchten Rezeptor[m].

1.3.2.2 [35S]GTPyS-Assay

Die Aktivierung eines GPCR durch einen Agonisten fuhrt zundchst zu einer
Konformationsdanderung des Rezeptor-Liganden-Komplexes. Dieser Komplex assoziiert
anschlieBend mit einem G-Protein. Im inaktiven Zustand bindet die a—Untereinheit des
heterotrimeren G-Proteins Guanosindiphosphat (GDP). Die Assoziation mit einem GPCR |0st
jedoch den Austausch von GDP gegen Guanosintriphosphat (GTP) aus, wodurch die Dissoziation
des G-Proteins in seine o—Untereinheit sowie einen Komplex aus B— und y-Untereinheit
ausgelost wird. Beide Spezies interagieren anschliefend mit diversen Effektorproteinen. Diese
Signalkaskade wird letztendlich beendet, indem die a—Untereinheit GTP zu GDP hydrolysiert

und somit wieder inaktiviert wird.
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Im sogenannten [SSS]GTPvS—Assay wird dieser Mechanismus ausgenutzt, um die Potenz zu
untersuchen, mit der eine Testsubstanz in der Lage ist, einen CB-Rezeptor zu aktivieren. Bei
[SSS]GTPyS handelt es sich um ein radioaktiv markiertes und zudem schlecht hydrolysierbares
Analogon von GTP, durch dessen Verwendung es moglich ist, das AusmaR der
Rezeptoraktivierung zu quantifizieren. Auch in diesem Assay werden Homogenate von Zelllinien
oder Geweben verwendet, die einen der beiden CB-Rezeptorsubtypen exprimieren. Nach
Inkubation mit [355]GTPyS und aufsteigenden Konzentrationen der Testsubstanz wird die
Reaktion gestoppt und ungebundenes [SSS]GTPvS aus dem Ansatz entfernt. AnschlieRend kann
die Restradioaktivitdit im Rickstand ermittelt werden. Jene Konzentration, bei der ein
halbmaximaler Effekt der Testsubstanz erhalten wird, wird als mittlere effektive Konzentration
(ECsg) bezeichnet. Sie ist ein direktes Mafl fir die Potenz der getesteten Substanz den

entsprechenden Rezeptor zu aktivieren>*.

1.3.3 Einfluss experimenteller Bedingungen auf in vitro Daten

Bei dem Vergleich von Affinitats- und Aktivitdtswerten einer Testsubstanz muss
berucksichtigt werden, dass je nach Konzeption eines in vitro Assays leicht voneinander
abweichende Daten erhalten werden kdnnen. Gewebe und Zelllinien unterscheiden sich bereits
in Rezeptordichte und -verteilung. Von groRRer Bedeutung ist hierbei von welcher Spezies die
Gewebehomogenate gewonnen wurden bzw. ob Zelllinien mit ¢cDNA transfiziert wurden, die
humane oder murine CB-Rezeptoren codiert (z. B. Maus oder Ratte)m’]. Auf Grund der Tatsache,
dass Radioliganden selbst mit unterschiedlicher Affinitat an CB-Rezeptoren binden, ergeben sich
je nach verwendeter Referenzsubstanz auch unterschiedliche Werte in Affinititsassays'?.
Ebenfalls wurde gezeigt, dass Temperatur, pH-Wert, eingesetzte Menge des Homogenates,
lonenart- und -konzentration sowie Art und Menge des eingesetzten Losungsvermittlers zu

unterschiedlichen Affinitaten und Aktivititen einer Testsubstanz fithren kénnen'?.

12 Beispielweise hat CP-55,940 eine hohere Affinitdat zum CB,-Rezeptor als WIN 55,212—2[29’ 300]
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2.1

Weiterfiihrende Informationen zu in Rduchermischungen identifizierten

synthetischen Cannabinoiden

Strukturformeln,

Summenformeln,

CAS-Nummern und Literaturstellen

beziiglich des Nachweises von synthetischen Cannabinoiden, die bis zum
August 2013 in Rauchermischungen identifiziert wurden

Tabelle | Ubersicht der bis zum August 2013 in Riuchermischungen (RM) identifizierten synthetischen
Cannabinoide. Aufgefihrt sind Strukturformel, Summenformel, CAS-Nummer sowie Literaturstellen bezliglich des

Nachweises.
Nachweis
Substanz Strukturformel Summenformel CAS-Nummer in RM
9 199]
4‘HTMP|PO ;’“ C21H31N02 n. b
A-796,260 SN/ { Cy2H30N;0, 895155-26-7 88, 301)
-
A-834,735 é;/ CyoH29NO, 895155-57-4 88, 302)
A-836,339 S\Y/ C16H26N,0,5 959746-77-1 (88, 303]
1
A-836,339 %’( -
Isomer /;N(/ Ci6H26N20,S n. b. 88
i
AB-001 5(/ C,4H3NO 1345973-49-0 [65:67,76,84
AB-001-5F g { CyaHaoFNO 1364933-62-9 (o8]
AB-005 é/ ) CysH3N,0 895155-25-6 (8]
AS-005 ¢ ] Cy3H3N,0 n. b. (88]

Azepan-Isomer
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Nachwei
Substanz Strukturformel Summenformel CAS-Nummer ?; R““’:Is

AB-FUBINACA @:?( CyoH1FN,O, 1185282-01-2 (304
AB-PINACA @E? CisHasN4O, n. b. (04

ADB-FUBINACA @:?( Cy1H,3FN,O, n. b. [98]

ADBICA @g CyoH2sN50, n. b. (og]
) (67, 84]
AKBA48/APINACA g CysHaNs0 1345973-53-6
AKB48-5F/APINACA-SF ; { Cp3H3oFN;0 n. b. (9]
o, O [65-67, 84, 87,
AM-1220/AM-5983 g Ca6H26NO, 137642-54-7 194, 204]
AM-1220 © O [65, 66, 87,
) CysH26NO .b.

Azepan-lsomer O IS 26M26/N V2 n 194, 294]
AM-1241 b/ D CyHo,IN505 444912-48-5 (84]
AM-1248 b/ ] CyeH3aN,0 335160-66-2 [84]

0/ O [40, 65, 66, 86,
AM-2201 99 CpaH2FNO 335161-24-5 194, 305, 306]
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Nachweis
Substanz Strukturformel Summenformel CAS-Nummer in RM
AM-2201
4-Methoxynaphthyl- CysH,4FNO, n. b. (9]
Derivat
AM-2202 g CasH23NO, 335161-21-2 &o7)
AM-2232 N// Ca4H20N,0 335161-19-8 (67, 194]
AM-2233 \5/ Cy,H23IN,0 444912-75-8 [67, 84-67]
AM-2233 v (57)
¢ C,,H,3IN,0 . b.
Azepan-lsomer \ON ' 22M12312 n
AM-694 ? CaoH1sFINO 335161-03-0 (65, 66,74]
APICA/2NE1/SDB-001 é;b CyqH3,N,0 1345973-50-3 [67, 84, 307]
BB-22/QUCHIC % CysH,4N,0, 1400742-42-8 198, 308)
o 9
Cannabipiperidiethanon // CaaHsN,0, 1345970-43-5 [65, 66, 83]
(-)-CP-47,497 %%/ Cy1H340, 70434-82-1 (471
(-)-CP-47,497-Cg/ o w7, 49]
Cannabicyclohexanol CoaHs60, 70434-92-3
CP-47,497-C o
I ; G\@(/_/—/ Cy3H350, n. b. (3091
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Nachwei
Substanz Strukturformel Summenformel CAS-Nummer ?; R“I\I/TIS
®
I
CRA-13/SB-13/SAB-378 90, CaeH240, 432047-72-8 [65-67, 84]
EAM-2201 ?N/ D Cy6H26FNO 1364933-60-7 (671
HU-210 CysH3503 112830-95-2 (3101
JWH-007 0 CysHasNO 155471-10-6 (65, o6l
JWH-015 J o C3H2NO 155471-08-2 fes, &6, 73]
\ 4
° O [47, 48, 74, 86,
JWH-018/AM-678 N// C4H3NO 209414-07-3 89]
JWH-019 g/ CysHsNO 209414-08-4 74, 86)
JWH-022 N// Cy4H21NO 209414-16-4 (307)
]
JWH-030 ) CyoH1NO 162934-73-8 (7
JWH-073 q @) Cy3H1NO 208987-48-8 [53, 73, 86, 89]
° O [63, 64, 70,
JWH-073
Methyl-Derivat N// CaaH23NO 1354631-21-2 311]
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Nachweis
Substanz Strukturformel Summenformel CAS-Nummer in RM
o O [63, 64, 73,
JWH'OSl N// C25H25N02 210179'46'7 306]
o O [65, 66, 71, 74,
JWH-122 0 CysHsNO 619294-47-2 86, 306]
JWH-122 4 [98]
)
5-Chlorpentyl-Derivat ? O CosH24CINO n. b.
JWH-122 / (67]
N CysHysNO 1379604-68-8
5-Hydroxypentyl-Derivat ? O B2
JWH-122 0/ (67, 194]
Pentenyl-Derivat CosHasNO n. b.
;
JWH-200/WIN 55,225 g CasHaaN, 0, 103610-04-4 (6466, 73]
-
° [64, 66, 86,
JWH-203 C,;H,,CINO 864445-54-5 305-307]
[65, 66, 74, 86,
JWH-210 Cy6H,NO 824960-64-7 305, 306]
JWH-213 Cy7H2NO 824959-83-3 (67, 83]
[54, 63, 64, 73,
JWH'ZSO szstNOz 864445'43'2 86, 89]
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Nachweis
Substanz Strukturformel Summenformel CAS-Nummer in RM
JWH-251 0 CyHysNO 864445-39-6 (65, &6, 73]
JWH-307 o CysH2FNO 914458-26-7 [67,312]
; O
JWH-387 0 Cy4H,,BrNO 1366067-59-5 [313)
JWH-398 0 Ca4H2;CINO 207227-49-4 (65, 66, 3141
O/ O [65-67, 77,
MAM-2201 ? 0D CysH2aFNO 1354631-24-5 194, 301, 306]
NNEI o CpaH2aN,0 1338925-11-3 [308]
NNEI-5F g% CyaH,3FN,0 n. b. [308)
PB-22 o Cy3HyN,0, 1400742-17-7 198, 308]
PB-22-5F ;N/ ] Cy3H21FN,0, 1400742-41-7 (302, 308]
D/ (63, 64, 74,
RCS-4/SR-19/BTM-4 9 Ca1H23NO, 1345966-78-0 305]
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Nachwei
Substanz Strukturformel Summenformel CAS-Nummer ?; R“I\I/TIS
RCS-4 ]
Butyl-Isomer é C20H21NO; n. b. (306, 313, 315)
RCS-4 g/
ortho Isomer ; O C21Hy3HNO, n. b. [40, 65, 66]
oJ 1
RCS'8/SR-18/BTM-8 N// C25H29N02 1345970-42-4 [86, 190]
o g ] Ca4H31FN,O 1354631-26-7 (98, 194]
%
TMCP-020 § Cy3H3sNO n. b. (58]
TMCP-020 )
Isomer § Ca3H33NO n. b. (8]
TMCP-H b C1eH1oNO n. b. (e8]
Cl
O/ [67, 88,99,
UR-144 ; { Cy1HoNO 1199943-44-6 100, 194, 301]
UR-144 % (s8]
5-Chlorpentyl-Derivat CaiHy5CINO n.b.
Lljs,i;i‘l’l ;N// C1H29NO n. b. (88, 99,1001
|
WIN 48,098/Pravadolin ) CysHysN,05 92623-83-1 [65, 66]
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Nachwei
Substanz Strukturformel Summenformel CAS-Nummer ?r: R“I\I/TIS
- - - - 7 [67, 88, 100,
A 11/FUR5,1:44/UR 14 ; { Ca1H2FNO 1364933-54-9 154,501
XLR-11 @ 158, 100]
Isomer Cy1HosFNO n. b.

n. b.: nicht bekannt
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2.2

Ausgewihlte Literaturdaten zur pharmakologischen Testung von bis zum August 2013 in Rauchermischungen
identifizierten synthetischen Cannabinoiden

Tabelle 1l Bis zum August 2013 in Rauchermischungen identifizierte synthetische Cannabinoide mit Angabe ausgewahlter Literaturdaten zu pharmakologischen und ggf.
toxikologischen Testungen. (-)-AQ-THC ist zum Vergleich ebenfalls mit aufgefiihrt. Die Begriffe K;, ICsq sowie ECsy sind in Kapitel 1 des Anhangs erldutert.

Affinitatsassays in vitro* Aktivitdtsassays in vitro* Aktivitdtsassays
Substanz CB, [nM] CB, [nM] CB, [nM] CB, [nM] ex vivo in vivo TseZtn::::n
K.(h): 40,7 £ 1 7133/ 116, 19, 26, 33,
1 . 7 -4
Ki(r): 10,2 # 0,78 K;i(h): 36,4 + 10°% ECsp (h): 58 oo (h): 57,9 £ 18,857 BRI,
(-)-0°-THC K;(h): 53,3 + 8,3 Ki(h): 75,3 + 8,4 ICso (h): 16,5 + 1,2°% o (h): 41,8 4 215% 231l 176, 180, 182
Ki(h): 15,29 + 4,527 Ki(h):14,8 + 1,577 ECsp (h): 167,4 + 84,7179 SlE e E5 ER I,
ICSO (f').' 5,8i 0, 7[31] 222, 316-318]
4-HTMPIPO n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
ECs, (h): 14-215
K, (h): 8455 K, (h): 4,45 o
K..((h))' B2 K-I (( h)). o ECs (h): 980[[3322(:] ECs, (h): 16-2?3[2402]1 .
A-796,260 K-I(h)'.950[320] KI (I’) 116[320] EC50 (I’): 290 (320] EC_r,O (h) 0,7:}.320] n. b. n. b.
K (r)'. 200" K (h).' 4 642 ECso (r): 1800 ECs0 (r): 2,5[320]
DWLE JUESy ECs (r): 31
K; (h): 12[42' 3191 Ki(h): 0 21[42'319] [321] ECso (S|'(‘)l)( )7-12[42'319] [321]
1 - 1 . ’ . .
A-834,735 K (r): 4,6[321] K. (1): 0[31[321] ECso (r): 12 ECs, (1): 0121[321] n. b. n. b.
[320] [320]
o on(320] . [320] ECso (h): 740 ECso (h): 0,42
A-836,339 ';u ((fr‘)) 32{320] IE. ((Prl)) 8,;32[3201 ECso (r): 1200°2° EC., (r): 0,425% n.b. 320] b,
18eF IWIE ECs, (r): 44082 ECs (r): 5,352
A-836,339 n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
Isomer
AB-001 ICso (h): 9277 ICs (h): 899" ECso (r): 35" ECs (h): 48 n. b. = n. b.
AB-001-5F n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n.b n. b.
AB-005° K (h): 5,5 K, (h): 0,48 n. b. ECs (h): 628-916! n. b. n. b. n. b.
AB-005 n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
Azepan-Isomer
AB-FUBINACA K; (h): 0,952 n.b. ECsp (h): 23,282 n.b n.b. n.b. n.b.
AB-PINACA n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
ADB-FUBINACA K; (h): 0,365 n.b. ECso (h): 0,985 n.b. n.b. n.b. n.b.
ADBICA n. b. n. b. n. b. n.b n. b. n. b. n. b.
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Affinitatsassays in vitro* Aktivitatsassays in vitro* Aktivitdtsassays
. - sonstige
Substanz CB, [nM] CB, [nM] CB, [nM] CB, [nM] ex vivo in vivo Testungen
AKB48/APINACA ICso (h): 824" ICso (h): 4307 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
AKB48-5F/APINACA-5F n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
K;(r): 0,757
K; (r): 3,88"% K. (m): 1,917
AM-1220/AM-5983° K;(r): 0,76 + 0,047 ). 73 2% n. b. n. b. [20.311 (1l n. b.
K (r): 0,9 + 0,1" o 75
ICs (r): 1,22 £ 0,025
AM-1220 n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n.b n.b
Azepan-Isomer
ECso (h): > 100005
K;(h): 11,5 %0
K;(h): 12695 Il(-((r))' 3,982 (320] ECso (h): > 1800[[32221]
R 1320] s T (320) EC, (h): 2700 ECc (r): > 1000
K;(h): 1300 K;(h): 10 1320] 1320]
a o A[320] L 41320 ECs (r): 2000 ECso (r): > 10000 (321, 323]
AM-1241 Ki(r): 120 Ki(r): 3,4 . 1320] . 1321) n. b. n. b.
X [321] i [323] EC_r,o (I’) > 22000 EC_r,o (I’) > 3000
Ki(r): 115 K;(h): 28,7 £ 2,01 ECs, (1): 1970324 EC, (h): 190 + 1845323
K, (h): > 100005%* Ki(r): 26,7 + 0,4453% so 1 0 e
K (m): 25.8 £ 4,365 ECso (r): 216 + 71,9
JUnps sy esty ECso (m): 463 + 1993
AM-1248° K (r): 100" K; (m): 33288 h. b. n. b. n. h n.
AM-2201 K (r): 1,05 K, (m): 2,65 ECso (r): 24,4 n. b. n. n n.
AM-2201 4-
Methoxynaphthyl-Derivat n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n.b n.b
K, (r): 33,158 K;(m): 110,6°% 176] -
3 . +
AM-2202 K (h): 25,22 + 4,9917 K (F): 47,4 & 10,157 ICso (h): 17,7 £5,5 n. b. n. b. n.b
AM-2232 K, (r): 0,288 K; (m): 1,485 h. b. n. b. n. b. n.b n. b
Ki (r): 2,8 5 ol79]
AM-2233° Ki(r): 1,2 + 0,3%% Sl 22 ICso(h): 0,93 £ 0,075 n. b. n. b. &l n. b.
ICso(h): 5,7 + 0,872
AM-2233 n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
Azepan-Isomer
AM-694 K, (r): 0,088 K, (m): 1,448 ECso (r): 52,8 n. b. n. b. n. b. (£
~ . [67] . [67] . [68] . [68] [68]
APICA/2NE1/SDB-001 ICso (h): 175 ICso (h): 176 ECs (r): 34 ECso (h): 29 n. b. n. b.
BB-22/QUCHIC n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
Cannabipiperidiethanon® 1Csq (h): 591! ICso (h): 968 n. b. n. b. n. b. n. b.
[24] [16, 18, 19, 25,
Ki(r): 9,54 £ 0,35
(-)-CP-47,497 s n.b, b, - nb ey 57
1 . ’ - ’
(-)-CP-47,497-Cy/ Ki(r): 4,73 1,342 n. b. ICsp (h): 15,47 n. b. n.b. (25,26,183, {179,187, 2291
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Affinitatsassays in vitro* Aktivitatsassays in vitro* Aktivitdtsassays
. - sonstige
Substanz CB, [nM] CB, [nM] CB, [nM] CB, [nM] ex vivo in vivo Testungen
Cannabicyclohexanol Ki(r): 0,834 + 0,10[251 7
CP-47,497-C4
5-Dimethyl-Derivat’ n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
CRA-13/5B-13/5AB-378 ICs (h): 15 + 5% ICso (h): 98 + 7,6 ECso (h): 6,1 £ 1,17 ECso (h): 27,9 £ 14,852 n. Bael 327)
EAM-2201 n. b. n. b. n. b. n. b. n. n. b. n. b.
K, (r): 0,23 + 0,0285%* ECso(r): 0,55%%%
K;(h): 0,0608 + 0,007"%" K;(h): 0,524 + 0,0458% ICso(r): 1,8 £ 0,175% (300] (183, 295, 316]
HU-210  (r): 0,728 C (1): 0,197 £ 0,012 1Cso (h): 0,578 £ 0,36 n. b. n. b.
1 . ’ . ’ - ’
ICso (h): 0,28 + 0,0361%%4 ICso (h): 0,11 £ 0,0235%4
JWH-007 Ki(r): 9,5 + 4,5%3° K, (r): 2,94 + 2,60""! n. b. n. b. &8 2Eig n. b.
(h)- 393 + 79133 . r24.0p 319
Ki(h): ‘_”83 = ?3219] K;(h): 13,8 + 4,65 ECs (h): 110052 ECso (h): 6?_’4 9[(32101
Ki(h): 1204 K, (h): 35519 ECq (r): 50082 ECso (h): 46
JWH-015 K (r): 164 + 22B%3 01 ol (320] ECs (r): 8,95 n. b. B4l (330
(320] K (h): 35 ECs, (r): 10000 (320]
K;(h): 1200 K (r): 6362 EC . 916830 ECs (r): 1100
K, (r): 77052 1 (r): s0 (m): ECe (h): 17,7 £ 1,01Y
K (h): 9,5 + 3,45;3]331] Ki(h): 2,94 + 2,65[[33;] ICeo (h): 19,847 I
Ki(r):9,0+£5,0°" ™ Ki(r): 2,94 + 2,65 ENE L 332 e 175, 179, 187,
JWH-018/AM-678 | K (h): 9,8 + 2,853 Iéi (h): 3,1+ 0,352 ECso (h): 14,7 3'9[[17;] ICso (h): 3,6 + 2,217 n. b. 176,100,185, | e
Ki(h): 1,22 £ 0,29 Ki (h): 5,6 + 2,4"77 ECso(h): 6,82 £ 2,18 s
i -4, =y, i o 2P 28 &y .
ICso (h): 1697 ICs (h): 5937 k([0 82
JWH-019 Ki(r): 9,8 + 2,0°°! K, (r): 5,55 + 2,00""! ECso (r): 98,8 n. b. n. b. 4] n. b.
JWH-022 Ki(r): 43 £ 2184 n. b. n. b. n. b. n. b. (34] n. b.
K;(h): 87 + 6,25% ) [299]
JWH-030 K (r): 87 K; (h): 320 + 127" ECso(r): 82,40 . ECs, (h): 552 + 31453 (329] (33, 34, 333) (325]
K (r) 87 + 3[34] ECso (r): 30,5+ 4,7[ !
i . x
Ki(r): 8,9 + 1,854 Ki(r): 38 24 ECso (r): 104,87
JWH-073 ‘ (h): 12,0 + 3 4150 K; (h): 9,8 + 0,9""" ECso (h): 276,5 + 65,31 ICso (h): 16,9 + 1,9 n. b. (34,181, 2221 (7ol
A SO et ICso (h): 49,4779
JWH-073
Methyl-Derivat n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
K;(r): 1,2 + 0,035 K (r): 12,4 + 2,235
JWH-081 Kfzh))' 15404055 I|(<-)(h)- 15 4 21155] n.b. n.b. n.b. = n.b.
i - LEe2IY, i 5 T
. [40]
JWH-122 K;(r): 0,69 + 0,05 Ki(r): 1,2 + 1,219 ECso (r)} 320 n.b. n.b. n.b. (23]
|C50(r). 123
Aukhters n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.

5-Hydroxypentyl-Derivat
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Affinitatsassays in vitro* Aktivitatsassays in vitro* Aktivitdtsassays
. - sonstige
Substanz CB, [nM] CB, [nM] CB, [nM] CB, [nM] ex vivo in vivo Testungen
JWH-122
5-Chlorpentyl-Derivat n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
JWH-122 n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.

Pentenyl-Derivat
K;(r): 7,4 £ 0,24%
K, (r): 42 £ 583
JWH-200/WIN 55,225 K, (r): 29133 n. b. ECsp (r): 275539 n. b. (27, 29-31] (27, 184, 337) n. b.
ICsg (r): 4653°)
ICs (r): 7,8 £ 0,357

JWH-203 K;(r): 8,0 + 0,9 K; (h): 7,0 £ 1,3%" n.b. n.b n.b. Bl n.b.
JWH-210 K, (r): 0,46 + 0,03"" K, (h): 0,69 + 0,01 ECso (r): 20,4 n. b. n. b. n. b. [325)
JWH-213 Ki(r): 1,5 + 0,214 K; (h): 0,42 + 0,05"" n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
Ki(r): 11 £ 257 K;(h): 33 + 287
JWH-250 ICs, (h): 2601 ICs, (h): 1033 n. b. n.b n. b. n. b. n. b.
JWH-251 K;(r): 29 £ 3B" K;(h): 146 + 3657 ECso (r): 29 £ 5,557 ECso(h): 8,3 £ 0,857 n. b. [REE) n. b.
[338]
) . + 1 gl17,185,338] Ki(h):3,3+0,2
JWH-307 Ki(r):7,7+1,8 K (h): 7,1 0'2[17] n. b. n. b. n. b. n.b n.b
JWH-387 K;(h): 1,2 + 0,15% K;(h): 1,1 + 0,15 n.b. n.b. n.b n.b. n.b
JWH-398 K;(h): 2,3 +0,15% K;(h): 2,8 +0,25% n.b. n.b. n.b G391 n.b
MAM-2201 n. b. n. b. ICs0(r): 13,2[335] n. b. n.b n. b. n.b
NNEI n. b. n. b. n. b. n. b. n.b n.b n.b
NNEI-5F n. b. n. b. n. b. n. b. n.b n. b. n.b
PB-22 n. b. n. b. n. b. n. b. n.b n. b. n.b
PB-22-5F n. b. n. b. n. b. n. b. n.b n. b. n.b
Butslclijmer n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
RCS-4/SR-19/BTM-4 n.b. n.b. ECso (r): 1991 n.b. n.b. n.b. n.b.
orthzci':mer n. b. n. b. ECso (r):163™ n. b. n. b. n. b. n. b.
RCS-8/SR-18/BTM-8 n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
STS-135 n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
TMCP-020 n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
TMCP-020 n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.

Isomer
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Affinitatsassays in vitro* Aktivitatsassays in vitro* Aktivitdtsassays
. - sonstige
Substanz CB, [nM] CB, [nM] CB, [nM] CB, [nM] ex vivo in vivo Testungen
TMCP-H n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
K;(h): 150"% K;(h): 1,81 sl ECs (h): 29-43%% (182]
UR-144 K. (h): 29182 K. (h): 4,517 ECso (h): 98 EC., (h): 3341182 n. b. n. b.
Tjsi-;if n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
UR-144
5-Chlorpentyl-Derivat n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
. Ki (r): 2511 + 177" [27-31) (27.28) 7]
WIN 48,098/Pravadolin ICso (r): 3155 * 54[28,30,31) n. b. n. b. n. b.
XLR-11/FUR-144/UR-144-5F K, (h): 241182 K, (h): 2,118 ECso (h): 159182 ECs (h): 14518 n. b. 182] n. b.
I)(s|:)|:11elr n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.

* Variierende Werte fir dieselbe Substanz beruhen auf unterschiedlichen Versuchsbedingungen (siehe Kapitel 1.3.3 im Anhang)
n. b.: nicht bekannt, (h): human, (m): Maus (r): Ratte, ° racemisch
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2.3 Betdaubungsmittelrechtliche Mafdnahmen zur Unterstellung synthetischer

Cannabinoide in Deutschland

Tabelle 11l Rechtliche MaRnahmen des Gesetzgebers zur Unterstellung identifizierter synthetischer Cannabinoide
unter das Betdubungsmittelgesetz (BtMG).

Datum

Ereignis

Substanzen

Referenz

22.01.2009

22.01.2010

03.05.2010

06.12.2010

02.05.2011

11.07.2012

26.07.2012

03.12.2012

16.07.2013

Im Rahmen der 22. BtMAndV
dem BtMG unterstellt
Im Rahmen der 24. BtMAndV
dem BtMG unterstellt
Sachverstandigenausschuss fir
Betdubungsmittel
empfiehlt zur Unterstellung
Sachverstandigenausschuss fir
Betdubungsmittel
empfiehlt zur Unterstellung
Sachverstandigenausschuss flr
Betdaubungsmittel
empfiehlt zur Unterstellung
Sachverstandigenausschuss fir
Betdubungsmittel
empfiehlt zur Unterstellung

Im Rahmen der 26. BtMAndV
dem BtMG unterstellt

Sachverstandigenausschuss flr
Betdubungsmittel
empfiehlt zur Unterstellung

Im Rahmen der 27. BtMAndV
dem BtMG unterstellt

CP-47,497, CP-47,497-Cs, CP-47,497-Cs,
CP-47,497-Cy, JWH-018

JWH-019, JWH-073

JWH-200, JWH-250

JWH-015, JWH-081, JWH-122

AB-001, AM-694, JWH-007, JWH-203, JWH-210,
JWH-251, RCS-4

AM-2201, AM-1220, AM-1220 Azepan-lsomer,
JWH-307, MAM-2201, RCS-4 ortho Isomer, UR-144

AB-001, AM-694, JWH-007, JWH-015, JWH-081,
JWH-122, JWH-200, JWH-203, JWH-210, JWH-250,
JWH-251, RCS-4

AKB48, AKB48-5F, AM-2232, AM-2233, XLR-11
AKB48, AKB48-5F, AM-1220, AM-1220 Azepan-

Isomer, AM-2201, AM-2232, AM-2233, JWH-307,
MAM-2201, RCS-4 ortho Isomer, UR-144, XLR-11

[52]

[102]

[90]

[91]

[92]

[82]

[69]

[339]

[93]
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3 Auszug aus dem Poison Severity Score

Tabelle IV Auszug aus dem ,,Poisoning Severity Score” (Standardskala fiir eine Bewertung der Schwere akuter Vergiftungszusténde)[lssl. Das schwerste Symptom bestimmt
den Schweregrad der Vergiftung.

leicht =1

mittelschwer = 2

schwer =3

Gastrointestinal-Trakt
Atmungssystem

Nervensystem

Herz-Kreislauf-System

Stoffwechsel

Muskulatur

Erbrechen, Diarrh6, Bauchschmerzen

Reizgefuhl, Husten, Kurzatmigkeit,
leichte Atemnot
Benommenheit, Schwindel, Ataxie,

innere Unruhe; leichte extrapyramidal-

motorische Bewegungsstorungen,
Missempfinden, leichte Seh- oder
Horstorungen

isolierte Extrasystolen; leichter oder
kurzzeitiger Blutdruckanstieg oder
Blutdruckabfall

leichte Elektrolytstorungen (K 3,0 —
3,4 mmol/L), leichte Hypoglykamie
(Erw.: 50 — 70 mg/dL), kurzeitige
Hyperthermie

leichte Muskelschmerzen,
Muskelverspannung; CK: 250 —
1500 U/L

Erbrechen, Bauchschmerzen oder Durchfall jeweils
langer als 2 Stunden, leichte Schluckstérung
anhaltender Husten, Bronchospasmus, Atemnot,
reduzierte arterielle Sauerstoffsattigung
Bewusstlosigkeit mit gezielter Reaktion auf
Schmerzreize; kurzer Atemstillstand, verlangsamte
Atmung, Verwirrtheit, Agitiertheit, Halluzination,
Delir, vereinzelte Krampfanfille (lokal oder
generalisiert), starke Seh- oder Horstorungen

maRige Sinusbradykardie (Erw.: HF ca. 40 —
50/min), maRige Sinustachykardie (Erw.: HF ca.
140 - 180/min), haufige Extrasystolen, AV-Block I-
II°, verbreiterter QRS-Komplex oder verlangerte
QT-Zeit, Repolarisationsstoérungen, starker
Blutdruckanstieg oder Blutdruckabfall

maRige Elektrolytstérungen (K™ 2,5 — 2,9 mmol/L),
maRige Hypoglykdamie (Erw.: 30 — 50 mg/dL),
anhaltende Hyperthermie

Muskelschmerzen, -versteifung, -krampfe, -
zuckungen, Rhabdomyolyse (CK 1.500 —
10.000 U/L)

starkes Bluterbrechen, Perforation, schwere
Schluckstorung

manifeste Ateminsuffizienz (z. B. schwerer
Bronchospasmus)

Bewusstlosigkeit ohne oder mit ungezielter
Reaktion auf Schmerzreize, Atemantreibsstorung,
extrem starke Agitiertheit, haufige Krampfanfalle
oder Status epilepticus, Opisthotonus,
generalisierte oder lebensbedrohliche
Muskelldahmung, Erblindung oder Taubheit
schwere Sinusbradykardie (Erw.: HF < 40 —
50/min), schwere Sinustachykardie (Erw.: HF >
180/min), lebensbedrohliche Herzrhythmus-
storungen, AV-block III°, Herzstillstand,
Kreislaufschock, hypertensive Krise

schwere Elektrolytstorungen (K* < 2,5 mmol/L),
schwere Hypoglycamie (Erw.: < 30 mg/dL oder
1,7 mmol/L), lebensbedrohliche Hyper- oder
Hypothermie

schwere Muskelschmerzen, -versteifung, -
krampfe, -zuckungen; Rhabdomyolyse mit
Komplikationen (CK > 10.000 U/L)

HF: Herzfrequenz, CK: Creatin-Kinase
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4 Ergebnisse zur Identifizierung von neuartigen synthetischen Cannabinoiden

4.1 Analysenergebnisse des Produktmonitorings

Tabelle V Ergebnisse zur qualitativen Untersuchung von Rduchermischungen (RM) im Zeitraum zwischen Marz 2010 bis Dezember 2012. Die quantitative Abschatzung fiir
jedes einzelne Produkt erfolgte anhand der relativen Signalintensitaten der enthaltenen Substanzen zueinander im GC/MS Full-Scan Totalionenchromatogramm. Die
Produktnamen der RM wurden kodiert.

E S o
3 g ¥ £ 82 22 2 2 3 32 32 5§ 3 £ £ £ £ £ £ 52223z 65 ¢
a o< S b TA A N D 2 2B 5  » T T T T F TFT T T T T F XT T Q3 7z8 407
£ 58 S R ERN R BB @R BE T S aRoeedsr 88 ERBEERLELE R
- 3 8 8§38 &8 B N & > 3 ¥ Y 0w 6w B N S ® 0o S r 3 ® 3 3 sl
o E: *® =
RM001  13.03.2010 - - - - - - - - - - - oo o H - - oo oo oo - -
RM002  12.05.2010 - - - - - - - - e - - -
RM003  12.05.2010 - - - e - e - - T - - -
RM004  12.05.2010 - - - e - e - - T - - -
RM005  12.05.2010 - - - e - e - - T - - -
RM006  16.07.2010 - - - e - e - - - - - H - H H - - - - H - - - - - - - -
RM007  21.07.2010 - - - - - - - - - H - - - - H - - - < H - - - - - - - -
RM008  26.07.2010 - - - - - - - - T T - - -
RM0O09  26.07.2010 - - - - - - - - - oo oo o H - - e e e - - -
RM010  26.07.2010 - - - - - - - - S oo oo oo oo oo - - -
RMO11  26.07.2010 - - - e - e - - S .o oo oo oo oo - - -
RM012  12.082010 - - - e - e - - e - - -
RM013  17.08.2010 - - - e - e - - T - - -
RM014  23.082010 - - - - - - H - - - S .o oo oo oo oo - - -
RM015  23.08.2010 - - - - - - H - - - S oo oo oo oo oo - - -
RM0O16  23.082010 - - - - - - H - - - S oo oo oo oo oo - - -
RM017  23.082010 H - - - - - - - S oo oo oo oo oo - - -
RM018  23.082010 - - - - - - H - - - S oo oo oo oo oo - - -
RMO19  23.082010 - - - - - - H - - - S .o oo oo oo oo - - -
RM020  23.082010 - - - - - - H - - - S .o oo oo oo oo - - -
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z ¥ q o
3 g s ® 2 82 2 2 2 2 » 32 2% 5 § £ £ £ £ £E £ £ £ £ 22 = 3= § E&
o * = Y o 3 o o o o : ) 2 é o = - > T T T T T T T T T I I I T .g a — a ( b
: 0 S7 sy sE S iR efERiTsIEEiiIEiLILiiEREiiitoEigs
- 3 8 8§38 &8 B N * > 3 ¥ Y 0w 6w B N S ® 0o S r 3 ® 3 3 sl
o a *® =

RM021 23.08.2010 H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RM022 23.08.2010 - - - - - H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RM023 23.08.2010 - - - - - H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RMO024 23.08.2010 - - - - - H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RMO025 23.08.2010 - - - - - H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RMO026 23.08.2010 - - - - - H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RMO027 23.08.2010 - - - - - H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RM028 23.08.2010 - - - - - H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RM029 23.08.2010 H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RMO030 23.08.2010 - - - - - H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RMO031 23.08.2010 - - - - - H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RMO032 23.08.2010 - - - - - H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RMO033 16.09.2010 - - - - - - - - - - - - - - S - - - H - - - - - - - -
RMO034 20.09.2010 - - - - - - - - - - - H - H - - - - - H - - - - - - -
RMO035 30.09.2010 - - - - - - - - - - - S - - - - - - - - - - - - H - -
RMO036 04.10.2010 - - - - - - - - - H - S - S - H - - - H - - - - - - -
RMO037 04.10.2010 - - - - - - - - - - - S - S - H - - - - - - - - - - -
RMO038 10.12.2010 - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - -
RMO039 03.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - -
RMO040 10.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - - - - -
RMO041 18.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - -
RMO042 18.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - -
RMO043 18.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - - - -
RMO044 18.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - -
RMO045 18.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - -
RMO046 20.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - -
RMO047 20.01.2011 - - - - - H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RMO048 20.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - -
RMO049 21.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - -
RMO050 21.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - -
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RMO51  21.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RMO052  21.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - H - - - - - - - -
RMO053  21.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - -
RM054  21.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - - - - - -
RMO055  21.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

=

H - - - - - - - -
RM056  21.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - -
RM057  21.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - -
RM058  24.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - -

RMO059  24.01.2011 - - - - - - - - - - s - -
RMO060  24.01.2011 - - - - - - - - - - - - -
RMO61  24.01.2011 - - - - - - - - - - - - -
RM062  24.01.2011 - - - - - - - - - - s - -
RM063  24.01.2011 - - - - - - - - - - - - -
RM064  24.01.2011 - - - - - - - - - - - - -
RM065  24.01.2011 - - - - - - - - - - - - -
RMO66  24.01.2011 - - - - - - - - - - - - -
RMO067  24.01.2011 - - - - - - - - - - - - -
RMO068  24.01.2011 - - - - - - - - - - - - -
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RMO069  26.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - -
RM070  26.01.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - -

RMO71  04.02.2011 - - - .o Lo ] L
RMO72  10.02.2011 - - - oL ; LR e
RMO73  14.02.2011 - - - oL ; T T
RMO074  15.02.2011 - - - - ; - ; - H S L
RMO75  15.02.2011 - - - - ; o H - .o s
RMO76  15.02.2011 - - - L Lo ; .

'

'

'

'
=

'

'

'

'

'

'

'

'
=

'

'

'

H - - S - - - - - - - - -
RM077  15.02.2011 - - - L oL - - T ] -
RM0O78  15.02.2011 - - - - oL ; ; T ; o
RM079  15.02.2011 - - - - oL ; ; - - - H - - S ; .

RM080  15.02.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - s - - - - - - - - -



Anhang 157
E S o
3 g s ® 2 82 2 2 2 2 » 32 2% 5 § £ £ £ £ £E £ £ £ £ 22 = 3= § E&
o =3 R N - T T $ £ £ £ £ £ £ r £ £ £ £ £ x £ 9 -0 P 5
: 53 siiEp s S bgoEBETsoLoiiiiiiififiiigioslgid
- 3 8 8§38 &8 B N * > 3 ¥ Y 0w 6w B N S ® 0o S r 3 ® 3 3 sl
o E: *® =

RMO81  15.02.2011 - - - - - - - - - - - - - H HH - - - - - . s s -
RMO082  15.02.2011 - - - - - - oo H - oo . -
RM083  15.02.2011 - - - - - - - S H H - HH - - H - - - - s H - -
RMO84  15.02.2011 - - . - e T H -
RMO85  15.02.2011 - - - - - H - - . - . -
RMO86  15.02.2011 - - - - - H - - ..o .- o -
RMO87  15.02.2011 - - . - oo oo H -
RMO088  15.02.2011 - - - - e . -
RMO089  15.02.2011 - - - - .- ..o H - - . -
RM090  15.02.2011 - - - - e T . -
RM091  15.02.2011 - - . - . . -
RM092  15.02.2011 - - . - - - - - . . - - . - - - . - - < H . -
RMO093  15.02.2011 - - . - - - - - . . - - . - - - . - - < H . -
RM094  15.02.2011 - - . - - - - s - - - - . . - - . - - < H H -
RMO095  15.02.2011 - - . - . . -
RM096  16.02.2011 - - - - .- ..o H - - . -
RM097  16.02.2011 - - - - T - -
RM098  16.02.2011 - - - - T - -
RM099  16.02.2011 - - - - e T . - -
RM100 16.02.2011 - - . - 2 - - -
RM101 16.02.2011 - - . - e - -
RM102  16.02.2011 - - . - 2 - - -
RM103  16.02.2011 - - . - - - H - - H - - S - - H - - - - - - - -
RM104 16.02.2011 - - . - T . - -
RM105 16.02.2011 - - . - - - - - - - - H - - - - - - - -
RM106  16.02.2011 - - - - - - - - ... ... H - - -
RM107  25.02.2011 S - - - e - -
RM108  28.02.2011 - - . - - - - H - H - - - - - H - - - o - - -
RM109  28.02.2011 - - . - . - -
RM110 07.03.2011 - - . - . - -
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RM111  07.03.2011 - - - - - - - - - - - - - -
RM112  07.03.2011 - - = — L L L s s
RM113  08.03.2011 - - - — o« oo H .o Lo
RM114  08.03.2011 - - =« oL s s
RM115  08.03.2011 - - - - - - - - . . . . . H
RM116 08.03.2011 - - - - - - - - . . . . . H
RM117  08.03.2011 - - - - - - - - - . s - - H
RM118  08.03.2011 - - = © LD H L L L s
H
H
H

=

RM119  08.03.2011 - - - - - - - - - - - - -
RM120 08.03.2011 - - - - - - - - - - - - -
RM121  08.03.2011 - - - - - - - - - - s - -
RM122  08.03.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - - - - - -
RM123  08.03.2011 - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - - - - - - - - -
RM124  08.03.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - -
RM125  08.03.2011 - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - - - - - - - - -
RM126  09.03.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - - - - - -
RM127  09.03.2011 - - - - - - - - - H - - - - - - - H - - - - - - - - - - - -
RM128  09.03.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - - - - - -
RM129  09.03.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

RM130 09.03.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - - - - -
RM131  09.03.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - - - - -
RM132  09.03.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - - - - - -
RM133  09.03.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - - - - -

RM134  09.03.2011 - - - - - - T T ; -
RM135  09.03.2011 - - - L oL - - T ] .
RM136  14.03.2011 - - - L oL - - L ] .
RM137  15.03.2011 - - ; ..o ] . oL
RM138  15.03.2011 - - ; .. oL ] . .
RM139  16.03.2011 - - - - oL ; ; T ; o
RM140  21.03.2011 - - - - oL ; ; T ; o
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RM141 21.03.2011 - - - - - - - - - ... .. H - e - e -
RM142 01.04.2011 - - . - e T~ . -
RM143  01.04.2011 - - . - e T~ . -
RM144  01.04.2011 - - . - T -
RM145 01.04.2011 - - . - T -
RM146  01.04.2011 - - . - T -
RM147 01.04.2011 - - . - T -
RM148 01.04.2011 - - . - e T~ . -
RM149 01.04.2011 - - . - e T~ . -
RM150 01.04.2011 - - . - e T~ . -
RM151 01.04.2011 - - . - e T . -
RM152  01.04.2011 - - . - T -
RM153  01.04.2011 - - . - T -
RM154 01.04.2011 - - . - T -
RM155 01.04.2011 - - . - T -
RM156 01.04.2011 - - . - T . -
RM157 01.04.2011 - - . - T . -
RM158  01.04.2011 - - . - T . -
RM159  01.04.2011 - - . - T . -
RM160 01.04.2011 - - . - T -
RM161 01.04.2011 - - . - T -
RM162 01.04.2011 - - . - T -
RM163  01.04.2011 - - . - T -
RM164 01.04.2011 - - . - T . -
RM165 01.04.2011 - - . - T . -
RM166 01.04.2011 - - . - T . -
RM167 01.04.2011 - - . - T . -
RM168  01.04.2011 - - . - T -
RM169 01.04.2011 - - . - T -
RM170  01.04.2011 - - . - T -
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RM171 01.04.2011 - - - - - oo - - A
RM172  01.04.2011 - - - - o - - T . S
RM173  01.04.2011 - - - - o - - T . .
RM174  04.04.2011 - - - - - - - .- ... .. . . - . . - < < H - -
RM175  11.04.2011 - - - -- oo - - e . .
RM176  11.04.2011 - - - -
RM177  11.04.2011 - - - -
RM178  19.04.2011 - - - - o - - L Ll L s . S
RM179  19.04.2011 - - - - o - - L Ll L s . S
RM180 19.04.2011 - - - - o - - L Ll L s . S
RM181 04.05.2011 - - - - o - - T . S
RM182 04.052011 - H H -- oo - - Lol . S
RM183  04.05.2011 - - - -- oo - - e . S
RM184  04.05.2011 - - - - .. . . .
RM185 06.05.2011 - - - - .. . . .
RM186 06.05.2011 - - . ..o - - Lo

(7]

'

'

'
X

'

'

'

'

'

'

'

'

'

H - - - - - - -
RM187  06.05.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - -
RM188  06.05.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ..o - - -

RM189  06.05.2011 - - - .- - - - oL
RM190 11.05.2011 - - - - - - o - - T s
RM191  12.05.2011 - - - - - - o - - ... . . . H

RM192  12.05.2011 - - - .- - - - T . .
RM193  16.05.2011 - - - - - - o - - ... . . . H

RM194  30.05.2011 - - - - - - - - - e T - - -
RM195  30.05.2011 - - - - H - - - . - e . . .
RM196 30.05.2011 - - - - - - . - T . . .
RM197  30.05.2011 - - - - - - . . T . o
RM198  30.05.2011 - - - .- - - - . . s - - - - " “"H - H H - - o . . .
RM199 03.06.2011 - - - .- - - - e T . .
RM200 03.06.2011 - - - .- - - - e T . .
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RM201  03.06.2011 - - - - - - - - - S - - - - - - H - H H - - - - - -
RM202  28.06.2011 - - - H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RM203  11.07.2011 - - - H - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - -
RM204  11.07.2011 - - - H - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - -
RM205 11.07.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - -
RM206  20.07.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - H - - - - - -
RM207 02.08.2011 - - - H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RM208 08.08.2011 - - - - H - - - - - - - - - - - - - - - - - - s - - -
RM209 08.08.2011 - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - - - -
RM210 28.08.2011 - H - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - -
RM211  28.08.2011 - - - S - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - - - -
RM212  28.08.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - -
RM213  28.08.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - -
RM214  28.08.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - -
RM215  28.08.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - -
RM216  28.08.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - -
RM217  28.08.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - -
RM218  28.08.2011 - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - - - - - - - -
RM219  28.08.2011 - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - - - - - - - -
RM220 28.08.2011 - H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RM221  28.08.2011 - - - - H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RM222  28.08.2011 - H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RM223  16.09.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - -
RM224  16.09.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - -
RM225  16.09.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - -
RM226  16.09.2011 - - - H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RM227  23.09.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - -
RM228  23.09.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - -
RM229  27.09.2011 - - - - - - - - - - S S H S S - - - - - - - - - - R -
RM230 27.09.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - -
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RM231  26.10.2011 - - - - - - - - - - - - - - -
RM232  26.10.2011 - - - - - - - - - - - - - - - H - H - -
RM233  26.10.2011 - - - - - - - - - - - - - - H - - - - -
RM234  27.10.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RM235  27.10.2011 - - - - - - - - - - - - - - - - - H - -

=
'
=
'
'

w I T v un
.
|
|
\
\
|
\
\
\

RM236  02.11.2011 - - - - - - - - - - - - - - - H - - - H - - - - - - - - - -

RM237  02.11.2011 - - - - - - - - - - - - - - - H - - - H - - - - - - - - - -

RM238  02.11.2011 - - - - - - - - - - - - - - - H - - - H - - - - - - - - - -
H

RM239  02.11.2011 - - - .- - - - oL
RM240  04.11.2011 - - - - - - - - - e - - -
RM241  04.11.2011 - - - - - H - - - - T - - -
RM242  30.11.2011 - - - - H
RM243  30.11.2011 - - - - H - - - - - . . .
RM244  30.11.2011 - - - - H

RM245  30.11.2011 - - - - - - o - - L
RM246  30.11.2011 - - - .- - - - L
RM247  30.11.2011 - - - .- - - - L
RM248  30.11.2011 - - - - - - H - - - S oo oo oo oo - - -
RM249  01.12.2011 - - - .- - - - ... H o
RM250 01.12.2011 - - - - - - o - - L
RM251  05.12.2011 - - - - - - o - - L
RM252  06.12.2011 - - - - H - - - - - . . .
RM253  06.12.2011 - - - - - - o - - L
RM254  06.12.2011 - - - .- - - - oL
RM255  06.12.2011 - - - .- - - - oL
RM256  06.12.2011 - - - .- - - - oL
RM257  06.12.2011 - - - - - - . - - - H - - - .S o H - . .
RM258  07.12.2011 - - - -
RM259  07.12.2011 - - - -
RM260 07.12.2011 - - - -
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RM261  07.12.2011 - - - H - - - - ..o oo oo - -
RM262 07.12.2011 - - - H - - - - - ..o oo oo - -
RM263  07.12.2011 - - - - - e - - ..o oo oo - -
RM264  07.12.2011 - - - H - - - - S ..o oo - -
RM265 07.12.2011 - - - H - - - - - - - - - .- - - H - - e - -
RM266 07.12.2011 - - - H - - - - S ..o oo H - -
RM267 07.12.2011 - - - H - - - - - - - ..o H - - e e - -
RM268 07.12.2011 - - - H - - - - - ..o oo oo - -
RM269  07.12.2011 - - - H - - - - - ..o oo oo - -
RM270  07.12.2011 - - - s - - - - ..o oo oo - -
RM271  07.12.2011 - - - - - e - - - S H - S - - oo - -
RM272  05.01.2012 - - - H - - - - S ..o oo H - -
RM273  12.01.2012 - - - - - o - T - -
RM274  12.01.2012 - - - - - o - T - -
RM275  12.01.2012 - - - H - - - - - - - - - - - H - H H - - - - - - - -
RM276  12.01.2012 - - - H - - - - - - - - - < - H - H H - - - - - - - -
RM277  12.01.2012 - - - H - - - - - - - - - - - H - H - - - - - - -
RM278  12.01.2012 - - - H - - - - - - - - - < - H - H S - - - - - - - -
RM279  12.01.2012 - - - H - - - - - - - - - < - H - H H - - - - - - - -
RM280 12.01.2012 - - - H - - - - - - - - - - - H - S S - - - - . - -
RM281  12.01.2012 - - - H - - - - S ..o oo - -
RM282  12.01.2012 - - - H - - - - N - -
RM283  12.01.2012 - - - H - - - - - - - - - - - - - H H - - - - - - -
RM284 12.01.2012 - - - H - - - - e T - -
RM285 12.01.2012 - - - H - - - - I - -
RM286  12.01.2012 - - - H - - - - T - -
RM287 12.01.2012 - - - H - - - - - - - - - < - H - H H - - - - - - - -
RM288  12.01.2012 - - - H - - - - - - - - - - - s - H H - - - - - - - -
RM289  12.01.2012 - - - H - - - - - - - - - - - H - - H - - - - - - -
RM290  12.01.2012 - - - H - - - - N - -



164 Anhang

100-9V
0ZZT-NWVY
0ZZT-NWVY
sYZI-WV
102Z- NV
TETT-NY
¥69-NV
V2Idv
(VOVNIdY)
sV
uoueyis
-ipuaadidiqeuue)
8)-L6V'Lb-dD
€T-VHD
STO-HM(
STO-HMI
6T0-HMI
€L0-HMT
T80-HM(
TT-HMI
00Z-HM(I
€0C-HM(
OTZ-HMI
0SZ-HMI
TST-HMS
LOE-HMI
86E-HMI
T0ZZ-WYIN
¥-soY
Jawos| oyrio
¥-50Y
rI-4n
TT-41X

»jnpoid
wniep
-uasAjeuy
Jawos|-uedazy

RM291  12.01.2012 - - - -
RM292  12.01.2012 - - - -
RM293  12.01.2012 - - - -
RM294  16.01.2012 - - - -
RM295  20.01.2012 - - - - - - - - - - - - -
RM296  20.01.2012 - - - - - - - - - - - - -
RM297  20.01.2012 - - - - - - - - - - - - -
RM298  20.01.2012 - - - - - - - - - - - - -
RM299  01.02.2012 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RM300 13.02.2012 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - H - - -
RM301  13.02.2012 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

I T T T
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I T T
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I I I
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H - - - -
RM302  13.02.2012 - - - - - - - - - - - - - .- . - - - - - - - - H - - -
RM303 13.022012 - H H - - - - - - - - - - .- . - - - - - - - - H - - -
RM304 13.02.2012 - - - - - - - - - - - - - .- . - - - - - - - - H - - -

RM305 13.02.2012 - - - - H - - o oo L oL oo Lo
RM306 13.022012 - H H -
RM307 13.02.2012 - - - -
RM308  16.02.2012 - - - -

'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'

=
'

'
'
'

=

H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
RM309 16.02.2012 - - - - H - - - - - S oo oo oo oo - -
RM310 16.02.2012 - - - - H - - - - - S ..o oo . -
RM311 16.02.2012 - - - - H - - - - - S ..o oo . -
RM312  16.02.2012 - - - - H - - - - - S ..o oo . -
RM313  16.02.2012 - - - - H - - - - - S ..o oo . -
RM314  16.02.2012 - - - - H - - - - - S oo oo oo oo - -
RM315 16.02.2012 - - - - H - - - - - S oo oo oo oo - -
RM316  16.02.2012 - - - - H - - - - - S oo oo oo oo - -
RM317 16.02.2012 - - - - H - - - - - S oo oo oo oo - -
RM318 21.022012 - H H - o - - - - - - .- . - - - - - - - - H - - -
RM319  21.02.2012 - - - - - - - - - - - - oo o H - - e . -
RM320 08.03.2012 - - - - - - - - - S ..o oo . H -
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RM321  08.03.2012 - - - - - - - - - - - - - o - - o - H - - - - -
RM322  12.042012 - - H - - - - - - T H -
RM323  12.04.2012 - - - - - - - - - - - H - - - - o oS oo - -
RM324  12.042012 - - - - - - - - e -
RM325 15.05.2012 - - - H - - - - - ..o o o oo oo o -
RM326  15.05.2012 - - - H - - - - - ..o o o oo oo o -
RM327  15.05.2012 - - - - - - - - e -
RM328  21.05.2012 - - - - - - - - - - - - - - - < < H H - - - - - - - -
RM329  22.06.2012 - - - - - - - - S .o oo oo H H
RM330 22.06.2012 - - - H - - - - - S .o oo oo - -
RM331  22.06.2012 - - - H - - - - - S .o oo oo - -
RM332  22.06.2012 - - - H - - - - - ..o o o oo oo o -
RM333  22.06.2012 - - - H - - - - - ..o o o oo oo o -
RM334  22.06.2012 - - - H - - - - - ..o o o oo oo o -
RM335  22.06.2012 - - - H - - - - - ..o o o oo oo o -
RM336  22.06.2012 - - - H - - - - - S .o oo oo - -
RM337  22.06.2012 - - - H - - - - - S e e e e oo o e - -
RM338  22.06.2012 - - - - - - - - S e e e e oo o e - -
RM339  22.06.2012 - - - - - - - - S e e e e oo o e - -
RM340 22.06.2012 - - - - - - - - S oo oo oo oo -
RM341  22.06.2012 - - - - - - - - S oo oo oo oo -
RM342  22.06.2012 - - - - - - - - S oo oo oo oo -
RM343  25.06.2012 - - - - - - H H - S oo oo oo oo -
RM344  25.06.2012 - - - - - - H H - S .o oo oo - -
RM345  25.06.2012 - - - - - - H H - S .o oo oo - -
RM346  29.06.2012 - - - - - - - - T - -
RM347  29.06.2012 - - - - - - - - - - H - H - - o oo oo - -
RM348  29.06.2012 - - - - - - - - - - - H - H - - - - - oo -
RM349  29.06.2012 - - - - - - - - - - - H - H - - - - - oo -
RM350 29.06.2012 - - - - - - - - - - - H - H - - - - - oo -
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RM353  29.06.2012 - - - - - - o - - e T ) S
RM354  29.06.2012 - - - ..o ; ] L H - H - ) o
RM355  29.06.2012 - - - ..o ; CH . oL ) o

RM356  29.06.2012 - - - Lo ; L
RM357  29.06.2012 - - - Lo ; L
RM358  29.06.2012 - - - S ; -
RM359  29.06.2012 - - - S ; -
RM360 29.06.2012 - - - S ; -
RM361 29.06.2012 - - - - ; .
RM362  29.06.2012 - - - Lo ; L
RM363  29.06.2012 - - - Lo ; L
RM364 29.06.2012 - - - oL ; .
RM365 29.06.2012 - - - - - ; B
RM366 29.06.2012 - - - S ; -
RM367 29.06.2012 - - - S ; -
RM368  29.06.2012 - - - S ; -
RM369  29.06.2012 - - - S ; -
RM370  28.09.2012 - - - - - L
RM371  28.09.2012 - - - - - L
RM372  28.09.2012 - - - - - ; L
RM373  23.11.2012 - - = .o s
RM374  06.11.2012 - - - -
RM375 06.11.2012 - - - -
RM376  06.11.2012 - - - -
RM377  06.11.2012 - - - -
RM378  06.11.2012 - - - -
RM379  06.11.2012 - - - -
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RM381 20.11.2012 - - - - - - - - - - " H - H - - o o -
RM382 20112012 - H H - - - - - S Lo -
RM383 20112012 H H H - - - - - S Lo - H
RM384 20.11.2012 H - - - - - - - H - oL - H
RM385 20.11.2012 H T - S . oo -
RM386 20.11.2012 - - - .o . oL - H
RM387  20.11.2012 - - .o . oL - H
RM388  20.11.2012 - - - - S Lo - H
RM389  20.11.2012 - - - - H - - - S Lo - H
RM390 20.11.2012 H - - - S Lo - H
RM391 20.11.2012 - - - - H - - - S Lo - H
RM392 20.11.2012 - - - T - oL - H
RM393  20.11.2012 - - - - - H - - - oL - H
RM394 20.11.2012 - - - .o . oL - H
RM395 14.12.2012 H - - T - Lo - - H
RM396  16.12.2012 - - - - e - -
RM397  16.12.2012 - - - - e - -
RM398  16.12.2012 - - - - H - - - S - -

H: Substanz als Hauptinhaltsstoff vorliegend

S: Substanz in Spuren vorliegend
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4.2 NMR-Daten

4.2.1 AB-001

Tabelle VI 'H- und *C-NMR-Daten von AB-001 (Substanz 1) in CDCl; bei Raumtemperatur. Fir die Zuordnung der chemischen Verschiebungen siehe Abbildung 11.

Kohlenstoff Nr.

8 'H-NMR [ppm]

8 3C-NMR [ppm]

2
3
3a
4
5
6
7
7a

3”

7,94 (s, 1H)
8,51-8,56 (m, 1H)
7,25-7,33 (m, 1H)
7,25-7,33 (m, 1H)
7,33-7,39 (m, 1H)

4,18 (t, J=7,3 Hz, 2H)
1,91 (quint., J=7,26 Hz, 2H)
1,34-1,42 (m, 2H)
1,34-1,42 (m, 2H)
0,93 (t, J/=6,7Hz, 3H)
1,84 (br. s, 6H)
2,12-2,18 (m, 3H)
2,12-2,18 (m, 6H)

133,0
128,6
112,8
123,5
122,3
123,0
109,4
135,6
201,9
47,0
29,6
29,1
22,2
13,9
46,9
36,9
28,6
40,6
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4.2.2 AM-1220 und dessen Azepan-Isomer

Tabelle VIl 'H- und *C-NMR-Daten von AM-1220 (Substanz 2) und dessen Azepan-Isomer (Substanz 3) in CDCl; bei Raumtemperatur. Angegeben sind ebenso die relevanten
HMBC-Signale. Fiir die Zuordnung der chemischen Verschiebungen siehe Abbildung 17 und Abbildung 18.

AM-1220 AM-1220 Azepan-lsomer
Atom Nr. 5 '"H-NMR 5 °C-NMR 5 '"H-NMR 5 “C-NMR HMBC
[ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
1 - - - - -
7,40 (s, 1H) 138,6 7,68 (s, 1H) 135,7 8,3, 3a, 7a,

1

3 . 117,8 . 117,8 .

3a . 126,8 . 126,7 .
8,45-8,55 (m, 1H) 122,9 8,44-8,54 (m, 1H) 122,8 6, 7a

7,35-7,40 (m, 1H) 122,9 7,32-7,40 (m, 1H) 122,8 .

7,35-7,40 (m, 1H) 123,7 7,32-7,40 (m, 1H) 123,5 -

7,41-7,45 (m, 1H) 110,0 7,47-7,51 (m, 1H) 110,0 -

7a - 137,4 - 136,7 -

8 - 192,0 - 192,0 -

1 - 138,9 - 139,1 -

2 7,69 (dd, 7,07 Hz, 1,10 Hz, 1H) 125,9 7,68 (dd, 7,0 Hz, 1,3 Hz, 1H) 125,9 48

3’ 7,55 (dt, 7,10 Hz, 1,04 Hz, 1H) 124,5 7,51-7,56 (m, 1H) 124,5 1, &a
& 8,00 (d, 8,48 Hz, 1H) 130,1 8,00 (d, 8,34 Hz, 1H) 129,9 2, 8%

43 - 133,8 - 133,7 -
5’ 7,93 (d, 8,27 Hz, 1H) 128,1 7,94 (d, 8,37 Hz, 1H) 128,1 7', 84a

6 7,50-7,60 (m, 1H) 126,3 7,49-7,57 (m, 1H) 126,2 -

7 7,46-7,52 (m, 1H) 126,7 7,45-7,52 (m, 1H) 126,7 -
8 8,23 (d, 8,33 Hz, 1H) 126,0 8,24 (d, 8,32 Hz, 1H) 126,0 1, 4a

8a - 130,8 - 130,8 -

1” 4,55 (dd, 14,15 Hz, 4,16 Hz, 1H); 49,7 4,52-4,62 (m, 1H) 56,6 -

3,87 (dd, 14,15 Hz, 3,87 Hz, 1H)
2" 2,35-2,45 (m, 1H) 62,6 2,13-2,26 (m, 1H); 34,0 -
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AM-1220 AM-1220 Azepan-lsomer
1 13 1 13
Atom N. 6 'H-NMR 6 "C-NMR 6 'H-NMR 6 "C-NMR HMBC
[ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
1,89-2,00 (m, 1H)
3” 1,0-1,2 (m, 1H); 29,8 1,60-1,70 (m, 1H); 23,0 -
1,25-1,3 (m, 1H) 1,74-1,83 (m, 1H)
4" 1,0-1,2 (m, 1H); 23,3 1,63-1,71 (m, 1H); 28,8 -
1,55-1,70 (m 1H) 1,78-1,87 (m, 1H)
5” 1,40-1,50 (m, 1H); 25,4 2,56-2,66 (m, 2H) 59,3 -
1,55-1,65 (m, 1H)
6" 2,80-2,90 (m, 1H); 57,0 2,93 (dd, 13,68 Hz, 4,08 Hz, 1H) 62,7 -
2,13 (dt, 11,9 Hz, 3,2 Hz, 1H) 2,82 (dd, 13,68 Hz, 6,84 Hz, 1H)
7" 2,42 (s, 3H) 43,5 2,31 (s, 3H) 48,0 -
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5 Validierungsergebnisse fiir LC/ESI-MS/MS-Methoden
5.1 Methode zum Nachweis synthetischer Cannabinoide in humanen
Serumproben

Tabelle VIII LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis von 30 synthetischen Cannabinoiden in Humanserum.
Kalibrationsbereiche und Nachweisgrenzen (LOD) aller Analyten sowie die entsprechenden zur Quantifizierung
zugewiesenen internen Standards.

. . . Kleinster
Analyt LoD Kalibrationsbereich Korrelationskoeffizient Interner Standard
[ng/mL] [ng/mL] _
(R) (n=6)

AB-001 0,80 - - -
AM-1220 0,03 0,1-2,0 0,9982 D,-Flunitrazepam
AM-2201 0,02 0,1-2,0 0,9975 Dg-JWH-073
AM-2233 0,02 0,1-2,0 0,9977 D,-Flunitrazepam
AM-694 0,02 0,1-2,0 0,9975 Dgy-JWH-073

CRA-13 2,00 - - -
JWH-007 0,03 0,1-2,0 0,9976 Dg-JWH-007
JWH-015 0,01 0,1-2,0 0,9975 D, JWH-015
JWH-018 0,02 0,1-2,0 0,9975 D;;-JWH-018
JWH-019 0,03 0,1-2,0 0,9976 Dg-JWH-210
JWH-020 0,03 0,1-2,0 0,9971 Dg-JWH-210
JWH-073 0,02 0,1-2,0 0,9978 Do JWH-073
JWH-081 0,02 0,1-2,0 0,9976 Do JWH-081
JWH-122 0,02 0,1-2,0 0,9972 Dg-JWH-122
JWH-200 0,02 0,1-2,0 0,9969 Ds-JWH-200
JWH-203 0,05 0,1-2,0 0,9981 Dg-JWH-073
JWH-210 0,07 0,1-2,0 0,9976 Dg-JWH-210
JWH-250 0,03 0,1-2,0 0,9978 Ds-JWH-250
JWH-251 0,02 0,1-2,0 0,9971 Dg-JWH-073
JWH-307 0,02 0,1-2,0 0,9979 Dg-JWH-081
JWH-387 0,40 2,0-40 0,9970 Dg-JWH-210
JWH-398 0,10 0,5-10 0,9961 Dg-JWH-210
JWH-412 0,03 0,1-2,0 0,9975 Dg-JWH-081

MAM-2201 0,02 0,1-2,0 0,9976 Dg-JWH-073
Methanandamid 0,50 0,5-10 0,9939 Dg-JWH-007
RCS-4 0,02 0,1-2,0 0,9987 Dg-JWH-073

RCS-4 ortho Isomer 0,03 - - -
RCS-8 0,03 0,1-2,0 0,9971 Dg-JWH-122
WIN 48,098 0,03 0,1-2,0 0,9974 Ds-JWH-200

WIN 55,212-2 0,02 0,1-2,0 0,9971 D;-11-OH-THC
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Tabelle IX LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis von 30 synthetischen Cannabinoiden in Humanserum. Bias, intraday und interday Imprazision aller mit der LC/ESI-MS/MS-
Methode quantifizierbaren Analyten.

Analyt Konzentration Bias Irr:r:)trr'a'az?sai‘;n Ir;r;tr:irz(ii;‘cl)n Konzentration Bias Ir;r;trr'a?‘z(ii;\(l)n Irr:r:)tre'a'rz?sai:,)n
[ng/mL] [%] (%] (%] [ng/mL] [%] (%] (%]
AM-1220 0,3 3,6 2,8 3,7 1,0 8,4 0,9 1,4
AM-2201 0,3 1,7 4,0 4,6 1,0 4,2 3,5 3,7
AM-2233 0,3 4,1 2,5 3,8 1,0 5,7 2,1 2,1
AM-694 0,3 0,1 4,4 4,8 1,0 2,9 2,6 3,1
JWH-007 0,3 0,6 2,9 2,9 1,0 1,6 1,9 2,8
JWH-015 0,3 3,4 2,6 3,4 1,0 3,7 3,7 3,7
JWH-018 0,3 2,8 3,7 3,7 1,0 4,7 2,9 3,7
JWH-019 0,3 3,9 2,7 2,7 1,0 4,5 1,3 1,5
JWH-020 0,3 -2,4 3,7 4,0 1,0 -1,7 2,4 4,2
JWH-073 0,3 0,2 3,6 3,6 1,0 3,3 3,3 3,3
JWH-081 0,3 2,1 4,2 4,2 1,0 3,6 2,7 2,8
JWH-122 0,3 1,6 2,9 4,1 1,0 2,9 1,8 2,4
JWH-200 0,3 0,9 2,9 2,9 1,0 3,1 2,1 2,4
JWH-203 0,3 1,9 4,0 4,0 1,0 4,1 2,9 3,2
JWH-210 0,3 0,3 4,7 4,7 1,0 2,3 3,0 3,0
JWH-250 0,3 2,4 2,5 3,5 1,0 5,3 2,0 2,2
JWH-251 0,3 1,2 4,5 4,5 1,0 2,9 2,5 2,9
JWH-307 0,3 0,6 4,8 4,8 1,0 3,1 2,9 3,0
JWH-387 6,0 -1,6 4,5 5,2 20 -1,5 2,5 4,4
JWH-398 1,5 0,4 5,5 5,5 5,0 0,8 2,8 3,6
JWH-412 0,3 2,4 4,1 4,1 1,0 3,0 2,3 2,8
MAM-2201 0,3 -2,4 4,1 4,1 1,0 0,6 3,6 3,6
Methanandamid 1,5 1,8 2,6 5,8 5,0 3,1 4,8 4,8
RCS-4 0,3 3,3 3,9 3,9 1,0 4,6 1,6 2,3
RCS-8 0,3 1,1 1,6 4,0 1,0 2,1 1,9 2,7
WIN 48,098 0,3 -2,4 3,0 3,0 1,0 -0,9 3,2 3,2
WIN 55,212-2 0,3 1,2 3,8 3,8 1,0 2,5 3,0 3,7




Anhang 173

Tabelle X LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis von 30 synthetischen Cannabinoiden in Humanserum. Matrixeffekte, Wiederfindungen und Prozessausbeuten aller
Analyten und internen Standards auf dem niedrigen Konzentrationsniveau (n=5). Die Matrixeffekte wurden mittels zweier verschiedener Methoden ausgewertet: (1)
Vergleich der absoluten Peakflachen, (2) Vergleich der relativen Peakflachenverhiltnisse (Peakflache Analyt/Peakfldche interner Standard).

Matrixeffekt
Analyt Konzentration P'::izl;::e RSD P:aell(?lt'al"clﬁe RSD mZﬂ: RSD Prozess- RSD
[ng/mL] %] [%] %] [%] %] [%] ausbeute [%] [%]
AB-001 6,0 72 5,8 - - 46 24,1 33 22,9
AM-1220 0,3 133 2,2 76 4,0 47 3,0 63 4,9
AM-2201 0,3 116 4,4 110 3,5 49 3,1 56 4,9
AM-2233 0,3 135 1,4 76 2,9 44 2,9 60 4,1
AM-694 0,3 127 3,5 120 2,1 44 3,6 55 3,2
CRA-13 12 16 16,2 - - 10 42,1 1 31,9
JWH-007 0,3 71 3,7 100 1,4 46 13,0 32 12,4
JWH-015 0,3 119 3,0 100 3,8 53 4,0 63 4,6
JWH-018 0,3 69 3,9 86 1,7 47 11,3 32 11,3
JWH-019 0,3 61 5,4 125 3,6 38 17,5 23 20,0
JWH-020 0,3 40 5,6 84 3,6 24 25,7 10 25,3
JWH-073 0,3 104 3,0 99 1,4 52 6,6 54 5,4
JWH-081 0,3 75 4,8 93 1,6 40 13,3 30 14,5
JWH-122 0,3 65 3,8 96 1,4 41 14,6 27 14,9
JWH-200 0,3 132 1,7 99 1,3 32 3,0 42 4,4
JWH-203 0,3 99 3,6 94 2,7 55 7,4 54 6,8
JWH-210 0,3 48 5,9 99 1,6 30 20,0 14 21,2
JWH-250 0,3 115 3,0 100 0,6 52 41 60 4,6
JWH-251 0,3 100 6,1 95 4,5 55 7,9 54 7,0
JWH-307 0,3 71 4,8 89 2,0 31 16,8 22 18,0
JWH-387 6,0 40 6,9 83 4,9 27 29,2 11 29,0
JWH-398 1,5 39 6,8 81 41 31 23,2 12 24,6
JWH-412 0,3 59 3,7 74 3,4 46 15,4 27 16,2
MAM-2201 0,3 102 3,5 97 1,5 48 6,2 49 6,0
Methanandamid 1,5 116 0,7 164 3,2 11 10,2 13 10,7

RCS-4 0,3 115 2,2 110 3,4 51 2,5 59 2,9
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Matrixeffekt

Analyt Konzentration P'::;;:‘::e RSD P:aell(iltéli‘c’f'le RSD m:‘:?\; RSD Prozess- RSD
[ng/mL] %] [%] %] [%] %] [%] ausbeute [%] [%]
RCS-4 ortho Isomer 0,3 128 4,9 - - 25 9,9 32 5,5
RCS-8 0,3 75 4,8 112 1,2 43 12,5 33 13,8
WIN 48,098 0,3 133 1,4 99 1,4 17 4,5 22 5,7
WIN 55,212-2 0,3 130 2,0 95 1,1 33 4,5 43 5,9

Interne Standards
Dg-JWH-007 0,50 71 3,6 - - 48 11,7 34 12,8
D,JWH-015 0,25 120 6,0 - - 52 7,2 62 51
D;;-JWH-018 0,50 80 3,1 - - 49 10,9 39 11,3
Dg-JWH-073 0,25 105 3,5 - - 53 4,7 56 4,2
Dgo-JWH-081 0,50 80 5,2 - - 42 14,6 34 16,5
Dg-JWH-122 0,75 67 51 - - 42 17,5 28 19,0
Ds-JWH-200 1,0 134 2,1 - - 32 3,3 43 4,6
Dg-JWH-210 2,0 48 6,4 - - 31 21,7 15 23,8
Ds-JWH-250 0,50 115 2,9 - - 51 3,9 59 3,9
D3-11-OH-THC 25 137 1,2 - - 4 13,6 5 14,5
D,Flunitrazepam 25 176 2,2 - - 21 2,9 37 1,2
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Tabelle XI LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis von 30 synthetischen Cannabinoiden in Humanserum. Matrixeffekte, Wiederfindungen und Prozessausbeuten aller
Analyten auf dem hohen Konzentrationsniveau (n=5). Die Matrixeffekte wurden mittels zweier verschiedener Methoden ausgewertet: (1) Vergleich der absoluten

Peakflachen, (2) Vergleich der relativen Peakflachenverhiltnisse (Peakflache Analyt/Peakflache interner Standard).

Matrixeffekt
Analyt Konzentration PI::;‘)II':::e RSD P::II:It;‘(’::e RSD m:ﬂi; RSD Prozess- RSD
[ng/mL] (%] [%] %] [%] %] [%] ausbeute [%] [%]
AB-001 20 72 4,4 - - 43 13,1 31 15,1
AM-1220 1,0 124 6,9 100 3,0 50 12,8 61 7,7
AM-2201 1,0 100 7,7 118 1,8 52 10,2 51 3,7
AM-2233 1,0 126 6,6 101 2,3 46 12,8 58 8,0
AM-694 1,0 114 7,7 134 2,1 45 13,4 51 6,8
CRA-13 40 21 12,6 - - 6 20,4 1 24,0
JWH-007 1,0 64 8,2 102 2,8 41 11,1 26 12,2
JWH-015 1,0 103 7,4 106 2,9 56 11,7 57 5,7
JWH-018 1,0 59 5,0 95 3,2 43 8,5 25 9,2
JWH-019 1,0 52 9,8 130 3,1 30 13,6 16 14,0
JWH-020 1,0 35 10,3 87 2,7 16 13,4 5 17,7
JWH-073 1,0 87 7,9 102 1,9 53 10,1 45 4,3
JWH-081 1,0 61 9,4 95 1,8 34 10,9 21 11,6
JWH-122 1,0 54 7,5 101 3,5 33 10,6 18 13,8
JWH-200 1,0 125 6,3 103 0,6 32 11,7 40 6,6
JWH-203 1,0 74 8,0 88 3,1 55 9,0 41 6,9
JWH-210 1,0 41 6,1 104 3,8 22 12,5 9 16,2
JWH-250 1,0 97 7,6 101 3,3 55 10,4 53 4,4
JWH-251 1,0 85 7,1 100 1,7 55 8,9 47 3,1
JWH-307 1,0 62 8,0 96 1,9 25 12,5 16 15,2
JWH-387 20 44 8,9 111 4,4 20 16,6 9 21,5
JWH-398 5,0 37 8,4 93 4,3 22 14,8 8 19,2
JWH-412 1,0 52 7,9 81 1,0 36 11,2 19 12,3
MAM-2201 1,0 86 8,7 101 3,0 48 11,0 41 5,8
Methanandamid 5,0 108 9,3 172 1,8 12 14,3 12 9,4
RCS-4 1,0 97 9,5 114 3,6 54 13,4 52 6,7
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Matrixeffekt
Analyt Konzentration PI::;?II;ct:e RSD P:aell(ilt;i::e RSD ‘f’:::(:?g- RSD Prozess- RSD
[ng/mL] %] [%] %] [%] %] [%] ausbeute [%] [%]
RCS-4 ortho Isomer 1,0 112 7,5 - - 27 15,5 30 9,4
RCS-8 1,0 63 7,7 117 3,4 37 10,7 23 11,2
WIN 48,098 1,0 124 6,4 103 0,7 16 11,0 19 6,6
WIN 55,212-2 1,0 112 7,7 100 1,9 34 14,3 40 8,8
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Tabelle XIl LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis von 30 synthetischen Cannabinoiden in Humanserum. Autosamplerstabilitdt aller Analyten Uber einen

Untersuchungszeitraum von 9 h.

Analyt Konzentration 1h 5h 9h Konzentration 1h 5h 9h
[ng/mL] [%] [%] [%] [ng/mL] [%] [%] [%]

AB-001 6,0 102 98 98 20 102 95 96
AM-1220 0,3 99 100 97 1,0 101 99 99
AM-2201 0,3 101 98 101 1,0 100 100 99
AM-2233 0,3 102 101 101 1,0 99 98 99
AM-694 0,3 101 101 102 1,0 99 100 100
CRA-13 12 104 94 98 40 106 99 94
JWH-007 0,3 97 98 95 1,0 100 95 96
JWH-015 0,3 99 101 100 1,0 100 98 101
JWH-018 0,3 102 103 98 1,0 101 102 99
JWH-019 0,3 101 98 98 1,0 101 98 99
JWH-020 0,3 99 95 96 1,0 107 95 100
JWH-073 0,3 101 98 98 1,0 101 100 100
JWH-081 0,3 100 97 98 1,0 102 99 98
JWH-122 0,3 102 102 99 1,0 103 100 99
JWH-200 0,3 100 98 98 1,0 99 97 99
JWH-203 0,3 103 103 103 1,0 99 100 100
JWH-210 0,3 100 96 97 1,0 105 98 99
JWH-250 0,3 100 100 100 1,0 100 97 100
JWH-251 0,3 95 94 100 1,0 99 99 97
JWH-307 0,3 96 98 95 1,0 101 98 100
JWH-387 6,0 100 97 95 20 105 98 97
JWH-398 1,5 104 100 99 5,0 109 97 97
JWH-412 0,3 99 95 94 1,0 101 97 93
MAM-2201 0,3 101 100 102 1,0 101 98 99
Methanandamid 1,5 99 97 96 5,0 97 94 94
RCS-4 0,3 102 98 101 1,0 103 103 98
RCS-4 ortho Isomer 0,3 102 99 99 1,0 99 99 102
RCS-8 0,3 96 97 97 1,0 102 98 98
WIN 48,098 0,3 97 94 97 1,0 102 98 98
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Analyt Konzentration 1h 5h 9h Konzentration 1h 5h 9h

[ng/mL] [%] [%] [%] [ng/mL] [%] [%] [%]

WIN 55,212-2 0,3 99 99 98 1,0 100 99 100

Interne Standards

Dg-JWH-007 0,50 99 99 98 - - - -
D,JWH-015 0,25 101 94 94 - - - -
D;;-JWH-018 0,50 97 99 98 - - - -
Dg-JWH-073 0,25 100 100 97 - - - -
D4-JWH-081 0,50 97 93 94 - - - -
Dg-JWH-122 0,75 95 95 91 - - - -
Ds-JWH-200 1,0 100 99 98 - - - -
Dg-JWH-210 2,0 104 101 100 - - - -
Ds-JWH-250 0,5 97 101 97 - - - -
D3-11-OH-THC 25 100 97 97 - - - -
D,-Flunitrazepam 25 102 101 102 - - - -
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Tabelle XIlI LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis von 30 synthetischen Cannabinoiden in Humanserum. Einfrier-/Auftaustabilitat (EAS, 3 Zyklen) sowie Langzeitstabilitat

(LZS, 2 Wochen) aller mit der LC/ESI-MS/MS Methode quantifizierbaren Analyten (n=6).

Analyt Konzentration EAS RSD LZS RSD Konzentration EAS RSD LZS RSD
[ng/mL] [%] [%] [%] [%] [ng/mL] [%] [%] [%] [%]

AM-1220 0,3 94 1,4 102 2,4 1,0 102 2,1 102 11
AM-2201 0,3 100 3,9 104 2,7 1,0 100 4,5 102 2,3
AM-2233 0,3 95 1,2 103 2,7 1,0 98 2,6 104 1,2
AM-694 0,3 101 4,0 109 2,8 1,0 103 4,2 107 1,7
JWH-007 0,3 102 4,0 103 2,5 1,0 103 4,0 103 1,9
JWH-015 0,3 101 1,6 103 4,0 1,0 94 4,1 99 3,8
JWH-018 0,3 100 3,1 99 5,0 1,0 99 3,8 103 1,3
JWH-019 0,3 97 1,6 100 1,8 1,0 97 3,9 97 1,6
JWH-020 0,3 101 1,9 105 4,8 1,0 101 4,4 102 4,2
JWH-073 0,3 98 2,2 100 3,3 1,0 99 4,2 102 2,4
JWH-081 0,3 100 4,8 106 1,4 1,0 101 2,5 103 2,5
JWH-122 0,3 101 4,3 102 2,3 1,0 99 1,1 101 1,6
JWH-200 0,3 101 1,9 106 4,7 1,0 101 2,8 104 1,1
JWH-203 0,3 100 2,3 98 1,6 1,0 99 3,3 101 1,7
JWH-210 0,3 97 1,6 100 3,4 1,0 99 5,2 101 2,9
JWH-250 0,3 98 2,0 99 1,6 1,0 99 3,8 97 1,5
JWH-251 0,3 99 2,2 103 2,7 1,0 100 3,9 101 4,5
JWH-307 0,3 103 3,9 101 5,0 1,0 103 2,0 102 3,7
JWH-387 6,0 98 4,4 100 4,4 20 107 3,5 103 4,8
JWH-398 1,5 98 2,3 103 3,8 5,0 105 3,4 101 2,7
JWH-412 0,3 101 4,0 104 2,9 1,0 103 2,5 103 3,2
MAM-2201 0,3 99 2,4 102 4,4 1,0 100 2,7 106 2,0
Methanandamid 1,5 111 5,2 109 3,9 5,0 104 5,3 101 4,1
RCS-4 0,3 99 3,0 102 1,9 1,0 100 2,5 107 1,8
RCS-8 0,3 99 4,2 104 3,1 1,0 98 2,4 100 1,5
WIN 48,098 0,3 106 1,6 105 2,5 1,0 102 4,1 103 2,6
WIN 55,212-2 0,3 97 2,8 99 2,4 1,0 99 4,6 100 2,2
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5.2 Methode zum Nachweis synthetischer Cannabinoide in humanen OF-
Proben

Tabelle XIV LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis von 30 synthetischen Cannabinoiden in OF.
Kalibrationsbereiche und Nachweisgrenzen (LOD) aller Analyten sowie die entsprechenden zur Quantifizierung
zugewiesenen internen Standards.

Kleinster
Analyt Lob Kalibrationsbereich Korrelati:nsj(t:effizient Interner Standard
[ng/mL] [ng/mL] (R) (n=6)

AB-001 0,900 3,0-60 0,9929 Dg-JWH-210
AM-1220 0,030 0,15-6,0 0,9984 Ds-JWH-200
AM-2201 0,015 0,15-6,0 0,9977 Dg-JWH-073
AM-2233 0,015 0,15-6,0 0,9989 Ds-JWH-200
AM-694 0,015 0,15-6,0 0,9975 Dg-JWH-073

CRA-13 0,600 - - -
JWH-007 0,015 0,15-6,0 0,9976 Dg-JWH-007
JWH-015 0,015 0,15-6,0 0,9960 D,JWH-015
JWH-018 0,015 0,15-6,0 0,9947 D;;-JWH-018
JWH-019 0,030 0,15-6,0 0,9948 Dg-JWH-210
JWH-020 0,030 0,15-6,0 0,9972 Dg-JWH-210
JWH-073 0,015 0,15-6,0 0,9986 Dg-JWH-073
JWH-081 0,015 0,15-6,0 0,9977 Dgy-JWH-081
JWH-122 0,030 0,15-6,0 0,9989 Dg-JWH-122
JWH-200 0,015 0,15-6,0 0,9992 Ds-JWH-200
JWH-203 0,045 0,15-6,0 0,9982 Dg-JWH-073
JWH-210 0,045 0,15-6,0 0,9978 Dg-JWH-210
JWH-250 0,030 0,15-6,0 0,9962 Ds-JWH-250
JWH-251 0,016 0,15-6,0 0,9991 Dg-JWH-073
JWH-307 0,030 - - -
JWH-387 0,300 3,0-120 0,9968 Dg-JWH-210
JWH-398 0,150 0,75-30 0,9986 Dg-JWH-210
JWH-412 0,045 0,15-6,0 0,9982 Dg-JWH-081

MAM-2201 0,030 0,15-6,0 0,9984 Dg-JWH-073
Methanandamid 0,200 0,75-30 0,9977 Dg-JWH-007
RCS-4 0,033 0,15-6,0 0,9967 Dg-JWH-073

RCS-4 ortho Isomer 0,015 0,15-3,0 0,9955 Dg-JWH-073
RCS-8 0,030 0,15-6,0 0,9967 Dg-JWH-122

WIN 48,098 0,030 0,15-6,0 0,9985 Ds-JWH-200

WIN 55,212-2 0,020 0,15-6,0 0,9991 D4 JWH-073
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Tabelle XV LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis von 30 synthetischen Cannabinoiden in OF. Bias, intraday und interday Impréazision aller mit der LC/ESI-MS/MS Methode

quantifizierbaren Analyten.

Analyt Konzentration Bias Irr:r:)trr'a'az?sai:/)n Ir;r;treéirz?;‘cl)n Konzentration Bias Irr:r:)trr'a'az?:i:/)n In:r;tr;;?;zn
[ng/mL] [%] %] (%] [ng/mL] [%] (%] (%]
AB-001 6,0 1,7 6,2 7,7 60 -7,5 5,2 6,6
AM-1220 0,3 1,1 2,1 4,8 3,0 3,4 5,1 5,7
AM-2201 0,3 -0,8 2,2 4,8 3,0 2,8 3,1 4,3
AM-2233 0,3 1,3 3,6 4,8 3,0 1,9 3,5 3,8
AM-694 0,3 -1,9 3,3 4,8 3,0 -1,9 4,3 5,4
JWH-007 0,3 -1,7 2,1 5,2 3,0 3,1 2,3 3,6
JWH-015 0,3 -2,9 2,7 5,8 3,0 4,6 2,9 2,9
JWH-018 0,3 -1,7 6,3 6,3 3,0 1,0 4,2 5,7
JWH-019 0,3 -0,5 4,7 5,9 3,0 -0,4 5,7 7,9
JWH-020 0,3 -0,4 4,2 4,9 3,0 4,2 4,7 6,2
JWH-073 0,3 -0,4 1,7 5,2 3,0 1,7 3,4 4,0
JWH-081 0,3 1,0 4,9 5,6 3,0 4,0 3,2 3,3
JWH-122 0,3 -0,9 5,9 5,9 3,0 1,8 3,2 4,8
JWH-200 0,3 -1,4 1,5 3,8 3,0 0,8 2,3 3,1
JWH-203 0,3 3,0 5,5 6,7 3,0 0,8 3,2 5,6
JWH-210 0,3 0,4 3,9 5,9 3,0 2,6 3,2 4,6
JWH-250 0,3 -1,7 3,3 5,4 3,0 3,0 3,3 3,7
JWH-251 0,3 -1,1 3,6 3,6 3,0 3,0 2,0 5,6
JWH-387 6,0 0,8 3,8 7,1 60 5,5 41 51
JWH-398 1,5 -2,0 2,3 4,4 15 1,5 4,6 51
JWH-412 0,3 -0,8 2,6 5,6 3,0 0,5 2,7 3,6
MAM-2201 0,3 0,0 3,9 4,6 3,0 2,3 3,3 5,4
Methanandamid 1,5 -0,4 6,0 6,5 15 2,8 5,8 5,8
RCS-4 0,3 -1,5 2,8 5,9 3,0 1,9 2,8 4,7
RCS-4 ortho Isomer 0,3 -0,8 3,8 51 3,0 -1,5 3,0 4,9
RCS-8 0,3 -2,0 6,4 6,4 3,0 2,7 2,3 4,9
WIN 48,098 0,3 -1,3 5,9 6,3 3,0 2,1 3,4 4,2
WIN 55,212-2 0,3 -2,4 3,3 4,4 3,0 1,3 3,9 4,5
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Tabelle XVI LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis von 30 synthetischen Cannabinoiden in OF. Matrixeffekte, Wiederfindungen und Prozessausbeuten aller Analyten auf
dem niedrigen Konzentrationsniveau (n=5). Die Matrixeffekte wurden mittels zweier verschiedener Methoden ausgewertet: (1) Vergleich der absoluten Peakflachen, (2)
Vergleich der relativen Peakflachenverhaltnisse (Peakflache Analyt/Peakflache interner Standard).

Matrixeffekt

. Absolut Relativ Wieder- Prozess-
Analyt Konzentration Pe:;’l;cl?e RSD Peaekiltéicf\e RSD finz‘:?\g RSD au:b:lsjste RSD
[ng/mi] o] [%] o] [%] ] [%] ] [%]
AB-001 6,0 55 4,2 87 5,2 44 16,5 24 13,5
AM-1220 0,3 75 2,3 93 2,4 80 11,6 60 10,9
AM-2201 0,3 73 4,4 103 4,6 77 12,1 56 13,6
AM-2233 0,3 73 3,5 90 3,7 80 11,0 59 9,9
AM-694 0,3 77 4,9 109 2,0 81 13,0 62 9,5
CRA-13 12 31 10,3 - - 14 18,6 4 18,9
JWH-007 0,3 60 5,0 93 3,1 59 11,3 35 10,2
JWH-015 0,3 72 6,2 97 3,5 77 10,9 56 9,1
JWH-018 0,3 83 6,6 105 7,1 62 14,4 52 12,7
JWH-019 0,3 68 5,2 108 5,9 49 13,5 33 9,2
JWH-020 0,3 58 6,9 92 7,5 36 18,1 21 13,3
JWH-073 0,3 71 3,4 101 1,4 72 10,6 51 9,3
JWH-081 0,3 71 51 102 4,8 59 12,5 42 9,4
JWH-122 0,3 67 2,9 92 5,4 53 10,6 35 11,1
JWH-200 0,3 77 4,2 95 2,3 78 10,2 60 8,5
JWH-203 0,3 75 4,1 106 1,9 69 11,2 51 9,8
JWH-210 0,3 61 8,1 96 7,0 41 16,5 25 15,8
JWH-250 0,3 69 51 95 5,7 78 12,1 53 8,7
JWH-251 0,3 68 4,1 97 3,4 74 10,1 50 10,6
JWH-307 0,3 82 8,0 - - 43 12,5 36 8,7
JWH-387 6,0 60 6,5 95 6,0 35 18,1 21 15,4
JWH-398 1,5 60 4,7 94 4,3 38 16,4 23 15,7
JWH-412 0,3 63 4,2 90 5,2 54 16,8 34 13,8
MAM-2201 0,3 64 6,4 91 4,4 73 13,5 47 8,5
Methanandamid 1,5 71 5,9 110 4,0 69 15,4 49 12,6

RCS-4 0,3 72 5,7 102 2,5 77 11,4 55 9,7
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Matrixeffekt
Konzentration AbSOIPte RSD Relat.i.ve RSD VYieder- RSD Prozess- RSD
Analyt [ng/mL] Peakfliche %] Peakfliache %] findung %] ausbeute %]
[%] [%] [%] [%]

RCS-4 ortho Isomer 0,3 72 4,2 102 1,5 79 12,0 57 10,2

RCS-8 0,3 73 9,1 101 8,0 57 10,9 41 7,2

WIN 48,098 0,3 72 5,9 89 5,8 78 10,5 56 14,7

WIN 55,212-2 0,3 71 5,5 101 4,4 79 10,2 56 9,4
Interne Standards

Dg-JWH-007 0,50 65 4,8 - - 58 12,4 37 9,3

D,JWH-015 0,25 74 4,1 - - 76 10,5 56 9,5

D;;-JWH-018 0,50 79 3,9 - - 60 11,9 48 13,0

Dg-JWH-073 0,25 71 3,4 - - 72 13,6 51 11,6

Dg-JWH-081 0,50 70 4,0 - - 56 12,7 39 12,9

Dg-JWH-122 0,75 72 5,8 - - 53 15,7 38 10,8

Ds-JWH-200 1,0 81 4,4 - - 75 8,8 61 7,8

Dg-JWH-210 2,0 63 4,5 - - 39 15,9 25 13,5

Ds-JWH-250 0,50 73 6,4 - - 72 10,6 53 11,6
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Tabelle XVII LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis von 30 synthetischen Cannabinoiden in OF. Matrixeffekte, Wiederfindungen und Prozessausbeuten aller Analyten auf
dem hohen Konzentrationsniveau (n=5). Die Matrixeffekte wurden mittels zweier verschiedener Methoden ausgewertet: (1) Vergleich der absoluten Peakflachen, (2)

Vergleich der relativen Peakflachenverhaltnisse (Peakflache Analyt/Peakflache interner Standard).

Matrixeffekt

. Absolut Relativ Wieder- Prozess-
Analyt Konzentration Pe:i?l':c:e RSD Peaek?Itécfle RSD fime:ljig RSD au:b::ie RSD
[ng/ml] 6] [%] 6] [%] 4] [%] o] [%]
AB-001 60 72 6,1 102 7,3 57 16,8 41 14,5
AM-1220 3,0 77 4,7 99 7,7 81 7,9 62 6,7
AM-2201 3,0 78 6,9 107 5,5 81 11,8 63 8,8
AM-2233 3,0 77 5,0 99 5,3 83 7,7 64 4,3
AM-694 3,0 80 6,3 110 7,7 84 11,0 67 7,7
CRA-13 120 35 7,8 - - 19 15,7 6 11,9
JWH-007 3,0 70 3,6 97 5,2 60 16,1 42 15,0
JWH-015 3,0 77 6,9 104 4,9 82 11,7 63 5,9
JWH-018 3,0 87 9,9 109 4,2 68 16,8 59 15,7
JWH-019 3,0 72 9,9 102 5,2 54 19,0 38 18,2
JWH-020 3,0 65 9,5 93 4,1 39 20,4 25 19,4
JWH-073 3,0 76 6,4 104 6,9 75 14,4 57 11,5
JWH-081 3,0 81 14,3 109 15,0 61 17,9 48 10,7
JWH-122 3,0 74 9,9 97 8,5 57 13,2 42 15,4
JWH-200 3,0 79 7,4 101 4,2 82 8,4 65 5,8
JWH-203 3,0 79 8,5 109 3,7 73 14,0 58 10,9
JWH-210 3,0 71 10,0 100 4,6 42 18,9 29 20,6
JWH-250 3,0 76 5,9 102 4,3 81 7,8 61 6,8
JWH-251 3,0 74 6,6 101 5,4 76 11,6 56 9,2
JWH-307 3,0 85 13,1 - - 48 16,3 40 13,3
JWH-387 60 67 8,7 95 3,9 41 19,2 27 18,1
JWH-398 15 68 5,7 96 5,4 43 19,5 29 20,1
JWH-412 3,0 69 7,1 94 12,7 58 17,0 40 14,0
MAM-2201 3,0 74 7,7 101 5,5 74 16,3 55 12,5
Methanandamid 15 76 7,2 106 7,6 72 9,1 54 5,8
RCS-4 3,0 77 7,9 105 6,8 83 11,3 63 8,8
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Matrixeffekt
Konzentration AbSOI.'.Jte RSD Relat.l've RSD W|eder- RSD Prozess- RSD
Analyt [ng/mL] Peakflache %] Peakflache %] findung [%] ausbeute %]
8 [%] ° [%] ° [%] ’ [%] °
RCS-4 ortho Isomer 3,0 79 3,9 109 7,7 86 8,6 68 7,3
RCS-8 3,0 80 9,9 104 7,4 63 14,2 50 11,0
WIN 48,098 3,0 75 9,7 96 7,1 81 8,3 61 2,0
WIN 55,212-2 3,0 76 8,3 104 10,7 82 11,1 62 8,9
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Tabelle XVIII LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis von 30 synthetischen Cannabinoiden in OF. Autosamplerstabilitat aller Analyten tber einen Untersuchungszeitraum von

7 h.
Analyt Konzentration 1h 4h 7h Konzentration 1h 4h 7h
[ng/mL] [%] [%] [%] [ng/mlL] [%] [%] [%]
AB-001 6,0 94 95 94 60 97 95 95
AM-1220 0,3 101 97 97 3,0 98 98 97
AM-2201 0,3 100 99 100 3,0 97 97 98
AM-2233 0,3 102 98 97 3,0 103 97 98
AM-694 0,3 100 98 100 3,0 98 98 97
CRA-13 12 94 91 91 120 95 94 91
JWH-007 0,3 102 99 101 3,0 97 96 94
JWH-015 0,3 99 100 96 3,0 97 99 100
JWH-018 0,3 98 97 95 3,0 98 98 96
JWH-019 0,3 94 93 95 3,0 98 97 98
JWH-020 0,3 100 99 99 3,0 95 94 95
JWH-073 0,3 100 102 101 3,0 98 97 97
JWH-081 0,3 94 97 92 3,0 95 94 92
JWH-122 0,3 95 93 90 3,0 97 95 92
JWH-200 0,3 101 98 100 3,0 98 99 97
JWH-203 0,3 97 95 95 3,0 98 96 97
JWH-210 0,3 104 91 99 3,0 102 98 97
JWH-250 0,3 103 102 101 3,0 99 99 98
JWH-251 0,3 101 99 102 3,0 102 100 100
JWH-307 0,3 97 98 93 3,0 99 97 97
JWH-387 6,0 92 90 90 60 95 95 90
JWH-398 1,5 97 95 95 15 98 95 93
JWH-412 0,3 97 101 100 3,0 97 97 95
MAM-2201 0,3 95 92 95 3,0 101 99 97
Methanandamid 1,5 102 100 96 15 101 101 100
RCS-4 0,3 99 103 96 3,0 98 100 97
RCS-4 ortho Isomer 0,3 103 101 99 3,0 97 98 98
RCS-8 0,3 99 95 89 3,0 100 98 90
WIN 48,098 0,3 99 99 100 3,0 99 98 100
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Analyt Konzentration 1h 4h 7h Konzentration 1h 4h 7h

[ng/mL] [%] [%] [%] [ng/mL] [%] [%] [%]

WIN 55,212-2 0,3 104 101 105 3,0 97 102 103

Interne Standards

Dg-JWH-007 0,50 98 98 95 - - - -
D,-JWH-015 0,25 97 100 99 - - - -
D;;-JWH-018 0,50 97 94 93 - - - -
Dg-JWH-073 0,25 101 102 102 - - - -
Dg-JWH-081 0,50 99 100 96 - - - -
Dg-JWH-122 0,75 100 94 90 - - - -
Ds-JWH-200 1,0 100 98 98 - - - -
Dgy-JWH-210 2,0 95 94 91 - - - -
Ds-JWH-250 0,5 99 99 101 - - - -
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Tabelle XIX LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis von 30 synthetischen Cannabinoiden in OF. Wiederfindungen der Analyten vom Speichelsammler DCD 5000 nach
Lagerung unter Lichtausschluss fiir 5 min und 3 d bei Raumtemperatur (22 — 27 °C, n=3). Die Stabilisierung der Probensammler wurde durch Zugabe von 1 mL Ethanol
erreicht.

Analyt 5 min [%] RSD [%] 3 d, unstabilisiert [%] RSD [%] 3 d, stabilisiert [%] RSD [%]
AB-001 14 12,5 n.n. - 69 7,6
AM-1220 48 9,8 6 7,5 69 4,2
AM-2201 35 14,8 <5 - 74 1,4
AM-2233 63 6,6 14 6,6 76 3,5
AM-694 41 8,1 <5 - 82 4,2
JWH-007 20 14,0 <5 - 59 5,7
JWH-015 29 12,9 <5 - 64 1,8
JWH-018 20 15,2 <5 - 59 1,2
JWH-019 19 15,1 <5 - 72 8,2
JWH-020 18 13,6 n.n. - 43 8,0
JWH-073 22 16,4 <5 - 60 4,2
JWH-081 23 18,5 <5 - 59 8,3
JWH-122 20 11,2 <5 - 62 2,6
JWH-200 68 5,7 19 4,6 79 4,3
JWH-203 17 17,4 n.n. - 52 4,6
JWH-210 19 14,1 n.n. - 60 7,0
JWH-250 25 14,5 n.n. - 59 7,7
JWH-251 19 15,9 <5 - 58 4,8
JWH-387 18 13,7 <5 - 55 6,8
JWH-398 18 13,2 <5 - 64 5,4
JWH-412 18 17,0 n.n. - 64 8,9
MAM-2201 32 10,1 <5 - 65 4,6
Methanandamid 26 15,3 <5 - 50 9,2
RCS-4 22 16,6 n. n. - 65 4,7
RCS-4 ortho Isomer 44 8,7 <5 - 87 6,7
RCS-8 21 12,3 <5 - 65 3,6
WIN 48,098 77 51 36 4,5 85 2,4
WIN 55,212-2 50 8,2 25 7,0 88 4,5

n. n.: nicht nachweisbar
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5.3 Methode zum Nachweis synthetischer Cannabinoide in humanen nOF-
Proben

Tabelle XX LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis von 28 synthetischen Cannabinoiden in nOF.
Kalibrationsbereiche und Nachweisgrenzen (LOD) aller Analyten sowie die entsprechenden zur Quantifizierung
zugewiesenen internen Standards.

Kleinster
Analyt Lob Kalibrationsbereich Korrelatisnsit:effizient Interner Standard
[ng/mL] [ng/mL] (R) (n=6)
AM-1220 0,07 0,2-5,0 0,9991 Ds-JWH-200
AM-2201 0,02 0,2-5,0 0,9987 Dgy-JWH-073
AM-2233%* 0,04 0,2-5,0 0,9987 Ds-JWH-200
AM-694 0,02 0,2-5,0 0,9986 D,JWH-015
JWH-007 0,02 0,2-5,0 0,9989 Dg-JWH-007
JWH-015 0,02 0,2-5,0 0,9988 D,JWH-015
JWH-018 0,02 0,2-5,0 0,9989 D;;-JWH-018
JWH-019 0,02 0,2-5,0 0,9986 Dg-JWH-210
JWH-020 0,02 0,2-5,0 0,9986 Dg-JWH-210
JWH-073 0,02 0,2-5,0 0,9983 Dg-JWH-073
JWH-081 0,02 0,2-5,0 0,9988 Dgo-JWH-081
JWH-122 0,02 0,2-5,0 0,9976 Dg-JWH-122
JWH-200 0,03 0,2-5,0 0,9994 Ds-JWH-200
JWH-203 0,03 0,2-5,0 0,9983 D,JWH-015
JWH-210 0,02 0,2-5,0 0,9982 Dg-JWH-210
JWH-250 0,02 0,2-5,0 0,9964 Ds-JWH-250
JWH-251 0,02 0,2-5,0 0,9989 Dg-JWH-073
JWH-307 0,02 0,2-5,0 0,9970 Dg-JWH-081
JWH-387 0,40 4,0-100 0,9965 Dg-JWH-210
JWH-398 0,10 1,0-25 0,9968 Dg-JWH-398
JWH-412 0,02 0,2-5,0 0,9987 Do JWH-081
MAM-2201 0,02 0,2-5,0 0,9987 D;;-JWH-018
Methanandamid 0,20 1,0-25 0,9984 Dg-JWH-007
RCS-4 0,02 0,2-5,0 0,9983 Dg-RCS-4

RCS-4 ortho Isomer 0,02 0,2-5,0 0,9972 D, JWH-015
RCS-8 0,02 0,2-5,0 0,9975 Dg-JWH-122
WIN 48,098* 0,04 0,2-5,0 0,9986 Ds-JWH-200
WIN 55,212-2 0,02 0,2-5,0 0,9985 D,JWH-015

* Lediglich semi-quantitative Bestimmung auf Grund zu hoher Matrixeffekte.
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Tabelle XXI LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis von 28 synthetischen Cannabinoiden in nOF. Bias, intraday und interday Imprézision aller mit der LC/ESI-MS/MS
Methode quantifizierbaren Analyten.

Analyt Konzentration Bias Inlir:)trr'a:dz?:i‘;n Ir;r;trzrz(il:i:l)n Konzentration B:as Irrlir:)trr'a:dz?:izn Ir;r;treéirz‘ij;zn
[ng/mL] [%] (%] %] [ng/ml] [%] (%] (%]
AM-1220 0,4 -1,2 3,8 8,6 2,5 2,6 1,6 4,0
AM-2201 0,4 -2,3 3,3 7,9 2,5 1,4 1,8 4,7
AM-2233* 0,4 2,5 2,5 7,3 2,5 1,7 1,4 5,6
AM-694 0,4 0,0 3,3 8,1 2,5 0,6 2,7 3,5
JWH-007 0,4 0,8 4,0 5,6 2,5 1,3 2,4 3,0
JWH-015 0,4 -0,1 2,7 7,4 2,5 1,4 1,6 3,7
JWH-018 0,4 -1,5 3,5 7,7 2,5 2,1 2,0 4,3
JWH-019 0,4 -2,8 3,3 8,1 2,5 0,7 2,3 4,0
JWH-020 0,4 0,8 1,9 6,2 2,5 0,9 1,8 5,2
JWH-073 0,4 1,1 2,8 6,2 2,5 2,1 1,7 3,9
JWH-081 0,4 -0,7 3,4 7,3 2,5 1,4 1,3 3,9
JWH-122 0,4 1,5 5,0 7,6 2,5 2,2 2,1 4,4
JWH-200 0,4 0,1 2,9 5,7 2,5 1,4 1,4 4,4
JWH-203 0,4 51 3,2 6,1 2,5 1,7 4,1 5,0
JWH-210 0,4 1,3 8,3 8,4 2,5 0,7 1,3 3,5
JWH-250 0,4 -6,0 6,8 12,1 2,5 2,5 2,1 5,2
JWH-251 0,4 -1,1 2,6 51 2,5 2,6 2,3 4,1
JWH-307 0,4 -2,0 3,2 7,5 2,5 1,7 1,4 4,0
JWH-387 8,0 -1,0 2,8 9,1 50 1,9 2,2 53
JWH-398 2,0 -0,2 4,7 8,3 12,5 2,2 1,3 4,0
JWH-412 0,4 -1,3 4,3 7,8 2,5 2,1 1,5 4,9
MAM-2201 0,4 0,4 4,2 8,9 2,5 2,7 2,2 3,9
Methanandamid 2,0 3,7 3,0 4,2 12,5 3,8 3,6 6,4
RCS-4 0,4 -0,3 2,5 8,0 2,5 1,6 1,5 4,5
RCS-4 ortho Isomer 0,4 -0,7 3,2 8,2 2,5 1,6 2,0 3,7
RCS-8 0,4 1,1 4,7 8,5 2,5 2,3 1,6 3,3
WIN 48,098* 0,4 0,8 3,0 7,6 2,5 1,1 1,5 4,8
WIN 55,212-2 0,4 -1,5 6,8 10,2 2,5 1,6 3,6 5,5

* Lediglich semi-quantitative Bestimmung auf Grund zu hoher Matrixeffekte
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Tabelle XXII LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis von 28 synthetischen Cannabinoiden in nOF. Matrixeffekte, Wiederfindungen und Prozessausbeuten aller Analyten und
internen Standards auf dem niedrigen Konzentrationsniveau (n=6). Die Matrixeffekte wurden mittels zweier verschiedener Methoden ausgewertet: (1) Vergleich der
absoluten Peakflachen, (2) Vergleich der relativen Peakflachenverhaltnisse (Peakflache Analyt/Peakfldche interner Standard).

Matrixeffekt
Analyt Konzentration P’::i:‘)ll':ct:e RSD P:aell(?lti:i‘clﬁe RSD ‘f’:,r::ﬂirg- RSD Prozess- RSD
[ng/mL] %] [%] %] [%] %] [%] ausbeute [%] [%]
AM-1220 0,4 58 12,7 119 13,9 71 8,8 41 12,6
AM-2201 0,4 50 39,2 92 10,7 74 6,9 37 38,4
AM-2233 0,4 44 15,6 90 13,5 69 6,8 31 21,6
AM-694 0,4 73 21,3 107 6,5 74 4,4 53 21,5
JWH-007 0,4 70 27,6 108 3,9 77 6,8 54 28,0
JWH-015 0,4 75 26,7 109 10,6 75 16,0 55 23,2
JWH-018 0,4 65 31,2 92 12,0 78 10,8 50 29,6
JWH-019 0,4 74 33,4 109 16,1 77 11,2 57 32,6
JWH-020 0,4 68 36,3 98 7,0 73 11,1 49 37,1
JWH-073 0,4 67 21,0 121 5,9 75 4,6 50 44,8
JWH-081 0,4 78 33,8 102 4,4 75 8,9 58 34,8
JWH-122 0,4 76 33,5 104 4,1 76 9,5 57 34,8
JWH-200 0,4 51 25,7 102 6,1 72 4,4 37 26,4
JWH-203 0,4 60 31,3 88 16,3 73 6,9 44 31,3
JWH-210 0,4 74 30,8 109 15,4 76 11,0 56 32,6
JWH-250 0,4 47 44,4 97 6,1 74 4,1 35 44,9
JWH-251 0,4 47 34,1 87 6,8 72 8,6 34 36,6
JWH-307 0,4 77 35,2 100 8,2 72 8,2 56 36,7
JWH-387 8,0 70 37,3 102 12,6 73 12,9 51 37,6
JWH-398 2,0 69 35,6 101 4,9 75 9,6 51 36,5
JWH-412 0,4 74 29,4 98 3,4 73 9,0 54 32,7
MAM-2201 0,4 74 24,9 106 6,9 73 8,0 54 24,6
Methanandamid 2,0 73 24,0 115 9,0 73 7,5 54 26,9
RCS-4 0,4 56 34,2 89 10,2 69 20,0 38 34,9
RCS-4 ortho Isomer 0,4 68 15,9 101 7,5 76 4,0 52 16,8

RCS-8 0,4 74 36,1 99 55 75 8,1 55 37,9
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Matrixeffekt
Analyt Konzentration PI::;:‘)II'a':lct:e RSD P:aell(iltéli‘clle'le RSD ‘f,:,r::ﬂirg- RSD Prozess- RSD
[ng/mL] %] [%] %] [%] %] [%] ausbeute [%] [%]
WIN 48,098 0,4 57 11,7 118 20,0 72 4,3 41 12,9
WIN 55,212-2 0,4 68 21,2 100 4,0 76 6,8 51 19,4

Interne Standards

Dg-JWH-007 0,625 65 26,6 - - 76 7,7 49 27,6
D,JWH-015 0,625 68 20,8 - - 77 6,9 52 22,2
D;;-JWH-018 0,625 71 26,4 - - 77 6,9 54 28,7
Dg-JWH-073 1,25 53 28,8 - - 75 4,3 40 28,9
D4s-JWH-081 0,875 76 30,6 - - 74 5,8 56 32,0
Dg-JWH-122 0,75 73 32,7 - - 77 8,1 56 33,5
Ds-JWH-200 1,50 50 21,3 - - 72 4,3 36 24,3
Dg-JWH-210 2,50 68 30,1 - - 75 7,5 50 28,7
Ds-JWH-250 1,25 48 43,5 - - 74 5,9 36 40,9
Dg-JWH-398 6,25 62 30,6 - - 76 15,2 46 27,2

Dg-RCS-4 0,625 64 31,3 - - 80 14,2 50 27,1
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Tabelle XXIlI LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis von 28 synthetischen Cannabinoiden in nOF. Matrixeffekte, Wiederfindungen und Prozessausbeuten aller Analyten und
internen Standards auf dem hohen Konzentrationsniveau (n=6). Die Matrixeffekte wurden mittels zweier verschiedener Methoden ausgewertet: (1) Vergleich der absoluten
Peakflachen, (2) Vergleich der relativen Peakflachenverhiltnisse (Peakflache Analyt/Peakfldche interner Standard). Fettgedruckte Werte erfullen nicht die Akzeptanzkriterien
der GTFCh-Validierungsrichtlinien.

Matrixeffekt

. Absolute Relative Wieder- Prozess-
Analyt Konzentration Peakfliche ROSD Peakflache RSD findung RSD ausbeute RSD
[ng/mL] (%] [%] (%] [%] %] [%] %] [%]
AM-1220 2,5 56 11,6 116 13,5 71 5,8 40 14,6
AM-2201 2,5 57 38,1 90 7,6 75 4,9 43 37,5
AM-2233 2,5 45 14,6 93 15,1 72 3,1 32 17,2
AM-694 2,5 72 21,1 101 8,5 75 2,7 54 21,9
JWH-007 2,5 82 25,1 106 4,6 75 10,3 62 29,3
JWH-015 2,5 74 24,2 104 10,9 78 12,3 57 20,9
JWH-018 2,5 84 28,7 97 8,6 75 9,2 64 29,9
JWH-019 2,5 101 30,5 100 14,0 78 12,1 80 34,6
JWH-020 2,5 112 35,9 109 10,2 74 17,0 82 35,8
JWH-073 2,5 68 26,9 111 9,0 76 57 52 28,8
JWH-081 2,5 106 29,5 104 5,2 76 10,4 82 32,2
JWH-122 2,5 101 30,2 104 3,3 76 11,6 78 33,3
JWH-200 2,5 54 22,3 109 3,6 72 4,2 39 25,4
JWH-203 2,5 68 27,1 109 13,5 76 6,6 52 30,0
JWH-210 2,5 104 27,0 103 2,1 78 13,8 81 29,8
JWH-250 2,5 53 41,1 101 4,4 75 4,3 40 40,4
JWH-251 2,5 57 34,2 90 5,0 75 8,2 43 38,2
JWH-307 2,5 101 31,4 98 9,8 75 9,8 77 34,2
JWH-387 50 109 29,1 109 9,4 79 15,4 87 33,3
JWH-398 12,5 102 30,6 101 3,3 78 13,1 80 32,7
JWH-412 2,5 98 28,3 96 4,1 76 11,8 75 30,4
MAM-2201 2,5 90 21,7 105 6,4 73 8,7 67 25,5
Methanandamid 12,5 73 18,5 96 9,9 77 8,5 56 23,3
RCS-4 2,5 58 39,5 90 14,9 80 15,5 46 35,7
RCS-4 ortho Isomer 2,5 72 14,7 102 5,5 75 3,5 54 16,9
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Matrixeffekt
Konzentration AbSOIPte RSD Relat.l've RSD VYleder- RSD Prozess- RSD
Analyt [ng/mL] Peakfliche %] Peakflache %] findung %] ausbeute (%]
8 [%] ’ [%] ’ [%] ’ [%] ’
RCS-8 2,5 96 30,2 99 4,6 76 11,7 74 33,2
WIN 48,098 2,5 55 12,8 115 20,4 72 3,3 40 14,7
WIN 55,212-2 2,5 66 21,2 93 6,0 75 2,4 50 20,7
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Tabelle XXIV LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis von 28 synthetischen Cannabinoiden in nOF. Autosamplerstabilitat aller Analyten Gber einen Untersuchungszeitraum

von 9 h.
Analyt Konzentration 1h 5h 9h Konzentration 1h 5h 9h
[ng/mL] [%] [%] [%] [ng/mlL] [%] [%] [%]
AM-1220 0,3 100 96 95 2,5 99 97 95
AM-2201 0,3 97 95 98 2,5 101 100 100
AM-2233 0,3 99 98 101 2,5 100 99 94
AM-694 0,3 98 100 98 2,5 98 98 98
JWH-007 0,3 102 101 103 2,5 101 99 99
JWH-015 0,3 100 102 102 2,5 101 103 101
JWH-018 0,3 100 101 104 2,5 99 98 99
JWH-019 0,3 101 97 96 2,5 100 101 94
JWH-020 0,3 99 93 95 2,5 96 92 91
JWH-073 0,3 95 96 99 2,5 98 99 100
JWH-081 0,3 101 98 99 2,5 100 99 100
JWH-122 0,3 95 97 99 2,5 98 95 97
JWH-200 0,3 100 100 99 2,5 98 97 96
JWH-203 0,3 103 99 103 2,5 97 100 99
JWH-210 0,3 96 95 94 2,5 95 95 93
JWH-250 0,3 99 96 99 2,5 100 100 100
JWH-251 0,3 104 97 104 2,5 100 100 98
JWH-307 0,3 99 96 99 2,5 99 97 100
JWH-387 6,0 99 96 96 50 97 97 94
JWH-398 1,5 99 100 97 12,5 100 97 94
JWH-412 0,3 102 99 101 2,5 95 96 99
MAM-2201 0,3 99 101 101 2,5 99 98 99
Methanandamid 1,5 99 99 103 12,5 101 100 101
RCS-4 0,3 99 99 100 2,5 100 99 98
RCS-4 ortho Isomer 0,3 100 98 102 2,5 99 100 101
RCS-8 0,3 100 97 95 2,5 98 97 96
WIN 48,098 0,3 99 98 99 2,5 100 99 100
WIN 55,212-2 0,3 97 96 99 2,5 98 100 99
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Analyt Konzentration 1h 5h 9h Konzentration 1h 5h 9h
[ng/mL] [%] [%] [%] [ng/mL] [%] [%] [%]
Interne Standards

Dg-JWH-007 0,625 98 96 96 - - - -
D,JWH-015 0,625 99 98 100 - - - -
D;;-JWH-018 0,625 98 99 100 - - - -
Dg-JWH-073 1,25 99 101 101 - - - -
Dg-JWH-081 0,875 100 100 97 - - - -
Dg-JWH-122 0,75 101 96 99 - - - -
Ds-JWH-200 1,50 99 99 98 - - - -
Dg-JWH-210 2,50 102 98 96 - - - -
Ds-JWH-250 1,25 100 99 98 - - - -
Dg-JWH-398 6,25 104 103 103 - - - -
Dg-RCS-4 25 102 101 102 - - - -
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Tabelle XXV LC/ESI-MS/MS-Methode zum Nachweis von 28 synthetischen Cannabinoiden in nOF. Einfrier-/Auftaustabilitat (EAS, 3 Zyklen) sowie Langzeitstabilitat (LZS,
2 Wochen) aller mit der LC/ESI-MS/MS Methode quantifizierbaren Analyten (n=6). *Lediglich semi-quantitative Bestimmung auf Grund zu hoher Matrixeffekte.

Analyt Konzentration EAS RSD LZS RSD Konzentration EAS RSD LZS RSD
[ng/mL] [%] [%] [%] [%] [ng/mL] [%] [%] [%] [%]

AM-1220 0,3 106 6,0 101 2,6 2,5 104 4,4 108 1,6
AM-2201 0,3 105 2,8 110 2,7 2,5 103 3,3 112 2,3
AM-2233* 0,3 102 6,8 111 1,3 2,5 97 5,8 113 3,5
AM-694 0,3 108 2,6 114 2,3 2,5 103 2,5 115 3,9
JWH-007 0,3 104 3,1 104 1,9 2,5 106 2,3 104 2,0
JWH-015 0,3 100 1,8 112 2,5 2,5 103 1,4 109 3,8
JWH-018 0,3 105 1,8 104 1,4 2,5 103 2,6 104 2,6
JWH-019 0,3 105 3,1 111 1,8 2,5 97 2,2 107 3,7
JWH-020 0,3 105 3,4 106 2,7 2,5 98 2,7 107 2,7
JWH-073 0,3 101 1,9 109 1,6 2,5 97 3,9 111 2,7
JWH-081 0,3 102 2,4 102 1,0 2,5 97 2,4 109 3,9
JWH-122 0,3 105 2,3 105 2,2 2,5 104 1,2 112 2,0
JWH-200 0,3 104 0,3 107 2,1 2,5 102 2,6 113 3,1
JWH-203 0,3 101 2,6 105 1,9 2,5 100 3,9 109 3,2
JWH-210 0,3 109 3,2 105 2,5 2,5 101 1,5 109 2,9
JWH-250 0,3 96 3,7 108 2,2 2,5 102 7,5 110 2,6
JWH-251 0,3 100 1,7 109 2,0 2,5 99 3,9 110 2,7
JWH-307 0,3 69 2,5 71 3,7 2,5 73 4,3 77 4,2
JWH-387 6,0 114 2,9 103 2,2 50 107 3,1 105 2,2
JWH-398 1,5 103 4,0 105 2,7 12,5 103 4,3 107 2,6
JWH-412 0,3 101 3,6 101 2,6 2,5 101 2,3 110 1,7
MAM-2201 0,3 104 1,8 107 1,1 2,5 99 4,0 112 3,2
Methanandamid 1,5 102 3,0 99 4,5 12,5 101 2,7 100 2,1
RCS-4 0,3 90 4,2 101 2,3 2,5 86 3,8 103 3,6
RCS-4 ortho Isomer 0,3 100 3,8 107 2,2 2,5 98 3,0 115 2,8
RCS-8 0,3 103 2,1 106 3,0 2,5 103 2,6 111 2,9
WIN 48,098* 0,3 109 4,6 110 0,6 2,5 105 4,2 113 3,3
WIN 55,212-2 0,3 100 4,0 107 2,9 2,5 96 3,7 109 3,3
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