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1 Zusammenfassung
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Dieser Validierungsbericht beschreibt die Validierung einer Identititsmethode zur Identifizierung von

A%-THC in Cannabisbliten gemaf ICH Q2(R1). Ziel der Validierung war der Nachweis Uber die Eignung

des CannaFix-ID® THC Schnelltest-Set zur Identifizierung von A9-THC in der Cannabisbliite Bedrocan.

Beim Testsystem handelt es sich um einen kompetitiven Immunoassay zur qualitativen Analyse. Die

Probe wandert durch Kapillarkrafte den Teststreifen entlang. Dabei werden zusammen mit der Probe

Antikdrper-Konjugate entlang des Teststreifens transportiert. Enthalt die Probe kein A%-THC binden die

Konjugate in einem Bereich mit immobilisiertem A°-THC (Testlinienbereich) und bilden dort eine rote Linie

(A°-THC: negativ). Enthalt die Probe A°-THC werden die Konjugate zuvor vom in der Probe enthaltenen

A®-THC abgeséttigt und binden nicht im Testlinienbereich. In diesem Fall bildet sich dort keine Linie.

2  Akzeptanzkriterien und Prifparameter

Tabelle 1: Ubersicht: Studienumfang, Priifparameter und Akzeptanzkriterien

Parameter

Beschreibung und Erwartungswerte

Akzeptanzkriterien

Eignungspriifung der
Methode
(Identitat

A°-Tetrahydrocannabinol,
(AS-THC))
&
Robustheit der Methode

Haltebereich mit
der Abkirzung des
Analyten
Kontrolllinie

Reaktionsfeld

Testlinie

Markierung der

maximalen Eintauchtiefe

Eintauchbereich

Der Teststreifen zeigt eine
positive Reaktion

(AS-THC positiv) mit
Cannabisblite sowie mit
einem Extraktionsmittel,
welches mit einem A%-THC
Referenzstandard gespikt
wurde. Der Teststreifen
zeigt eine Linie im
Kontrolllinienbereich und
keine Linie im

Testlinienbereich.

Bei der Prifung von AS-
THC-haltigen
Cannabisbliten und des
A®-THC Referenz-
standards zeigt der
Teststreifen eine Linie im
Kontrolllinienbereich. Der
Testlinienbereich zeigt

keine Linie (jeweils n = 3).

Robustheit:

Prifung von AS-THC-
haltigen Cannabisbliten
mit geringerer und
groRerer Probenmenge
(jeweils N = 1).
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Eine Blank Zubereitung Bei der Prufung einer

x = (Extraktionsmittel ohne Blank Probe (n = 1) sowie
Haltebereich mit o , )
£ A°-THC), sowie eine THC- | Matrix, sowie CBD-
der Abktlirzung des ] ) )
freie Matrix Referenz zeigt der
Analyten
(Krauterteemischung), Teststreifen eine Linie im
N sowie eine CBD-Referenz | Kontrolllinienbereich
Kontrolllinie
zeigen eine negative sowie im Testlinien-
Spezifitat der Methode — Reaktion. Der Teststreifen | bereich (jeweils n = 3)

Reaktionsfeld
zeigt eine Linie im

Testlinie Bereich C

11 - (Kontrolllinienbereich)
— Markierung der

R : " sowie im Bereich T
maximalen Eintauchtiefe

(Testlinienbereich). Die
Eintauchbereich Intensitat der Linie im

Bereich T kann variieren.

Anmerkung: Die Abbildungen wurden der Packungsbeilage des CannaFix-ID® THC Schnelltest-Set entnommen (siehe Kapitel 9
,Mitgeltende Unterlagen®).

3  Methode

Die Prifungen wurden bei Raumtemperatur (15 — 25 °C) durchgefihrt, d.h. Proben, Extraktionspuffer und
Teststreifen hatten Raumtemperatur. Die Prufungen sind gemaf der dem Schnelltest-Set beiliegenden

Anleitung vorgenommen.

Blank (Extraktionspuffer): Der Teststreifen wurde direkt in den Extraktionspuffer eingetaucht und wie
oben beschrieben ausgewertet (n = 1). Anhand dieser Probe wurde Uberprift, ob der Teststreifen
funktionsfahig ist. Akzeptanzkriterien: Testlinie: vorhanden; Kontrolllinie: vorhanden.

Matrix-Blank: 15 mg +5 mg Krauterteemischung (Probe 1: 13,66 mg; Probe 2: 13,68 mg; Probe 3:
13,43 mg) wurden wie oben beschrieben geprift (n = 3) Anhand dieser Probe wurde Uberprift, ob
pflanzliche (A°-THC-freie) Matrixbestandteile das Testergebnis beeinflussen.

Akzeptanzkriterien: Testlinie: vorhanden; Kontrolllinie: vorhanden.

CBD-Referenz: 25,25 mg eines reinen CBD Isolats (kristallin) wurden in einen 5 ml Messkolben
eingewogen. Das CBD Isolat wurde in 3 ml Ethanol 96% gel6st und der Messkolben mit Ethanol 96% auf
Volumen aufgeftllt. Die Aufarbeitung der Probe (10 pl) erfolgte wie oben beschrieben. Anhand dieser
Probe wurde Uberprift, ob eventuell im Produkt enthaltenes CBD das Testergebnis beeinflusst (n = 3).
Akzeptanzkriterien: Testlinie: vorhanden; Kontrolllinie: vorhanden.

THC-Referenz: 24,71 mg Dronabinol (A%-THC) 2 wurden in einen 5 ml Messkolben eingewogen. Das
Dronabinol wurde in 3 ml Ethanol 96% gelost und der Messkolben mit Ethanol 96% auf Volumen
aufgefillt. Die Aufarbeitung der Probe (10 pl) erfolgte wie oben beschrieben. Anhand dieser Probe wurde
Uberprift, ob der Teststreifen A9-THC positiv anzeigt (n = 3).

Akzeptanzkriterien: Testlinie: abwesend; Kontrolllinie: vorhanden.
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Cannabisblite (Bedrocan): 15 mg + 5 mg (Probe 1: 17,05 mg; Probe 2: 15,65 mg; Probe 3: 18,97 mg)
wurden wie oben beschrieben zu prifen (n = 3). Anhand dieser Probe wurde uberprift, ob der

Teststreifen in der Praxis mit Routineproben funktioniert.

Akzeptanzkriterien: Testlinie: abwesend; Kontrolllinie: vorhanden.

Tabelle 2: Untersuchungslésungen

Matrix

Probe Cannabisbliite | Dronabinol Blank Krautert CBD
(Bedrocan) Referenz ( rautertee- Referenz
Mischung)
AS-THC -Gehalt ca. 22% 5 mg/ml 0 mg/ml 0 mg/ml 0 mg/ml
CBD-Gehalt <1,0% 0 mg/ml 0 mg/ml 0 mg/ml 5 mg/ml
Soll: 15 mg Y Soll: 15 mg
Ist: Ist:
Probenmenge v Probe 1: 17,05 mg 10 - Probe 1: 13,66 mg 10l
Probe 2: 15,65 mg Probe 2: 13,68 mg
Probe 3: 18,97 mg Probe 3: 13,43 mg
Extraktionspuffer 400 pl 400 pl 400 pl 400 pl 400 pl
Anzahl n=3 n=3 n=1 n=3 n=3

1) Mikrospatel mit Léffelmulde (ca. 5 x 5 mm). 4 ,gehaufte” Spatelspitzen entsprechen ca. 15 mg.
Wageversuche mit je 4 ,gehauften Spatelspitzen: Nr. 1: 16,04 mg; Nr. 2: 16,49 mg; Nr. 3: 14,49 mg, Nr. 4: 15,04 mg

Es ist denkbar, dass in Praxis die Probenmenge etwas variiert. Die nachfolgenden Experimente wurden

durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass die Methode fiir diese Variation robust genug ist.

Tabelle 3: Methoden-Robustheit (Probenmenge)

Cannabisblite

Cannabisbliite

Frigloe (Bedrocan) (Bedrocan)
AS-THC -Gehalt ca. 22% ca. 22%
CBD-Gehalt <1,0% <1,0%
Soll: 10 mg Soll: 20 mg
Probe 1: 10,39 mg Probe 1: 20,03 mg
P
robenmenge Probe 2: 10,82 mg Probe 2: 20,72 mg
Probe 3: 10,67 mg Probe 3: 20,61 mg
Extraktionspuffer 400 pl 400 pl
Anzahl n=3 n=3
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4  Ergebnisse
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Die Validierungsergebnisse werden in der folgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 1: Ergebnisse und Fotodokumentation der Validierungsexperimente
Blank (Extraktionspuffer) Testlinie Kontrolllinie Ergebnis THC Validierung
Teststreifen: | Vorhanden Vorhanden Negativ bestanden
Blank (Krautermischung) Testlinie Kontrolllinie Ergebnis THC Validierung
Teststreifen: | Vorhanden Vorhanden Negativ bestanden
CBD Referenz Testlinie Kontrolllinie Ergebnis THC Validierung
Teststreifen: | Vorhanden Vorhanden Negativ bestanden
Dronabinol-Referenz Testlinie Kontrolllinie Ergebnis THC Validierung
Teststreifen: | Abwesend Vorhanden Positiv bestanden
Cannabisblite Bedrocan Testlinie Kontrolllinie Ergebnis THC Validierung
Teststreifen: | Abwesend Vorhanden Positiv bestanden
Cannabisbliten (Robustheit, | Testlinie Kontrolllinie Ergebnis THC Validierung
geringere Probenmenge)
Teststreifen: | Abwesend Vorhanden Positiv bestanden
Cannabisbliten (Robustheit, | Testlinie Kontrolllinie Ergebnis THC Validierung
groRere Probenmenge)
Teststreifen: | Abwesend Vorhanden Positiv bestanden
Ende vonDie

Validierungsergebnisse
werden in der
Tabelle dargestellt.

Tabelle 1.

folgenden

5 Zusammenfassung und Bewertung

Die gepriuften THC-Teststreifen

“CannaFix-ID® THC” sind,

in Kombination mit CannaFix-ID®

Extraktionspuffer inkl. Testrohrchen, zur Identifizierung von AS-THC in Cannabis Bliten (Bedrocan)

vollumfanglich geeignet.

Das Testverfahren hat sich in der Validierung als einfach in der Handhabung, schnell und sicher in der

Auswertung gezeigt. Die Extrakte der Cannabisbliten sind leicht griin gefarbt. Diese Griunfarbung kann

als Indikator fur eine ausreichende Extraktion gedeutet werden.

Es wurden alle Akzeptanzkriterien des Validierungsplanes eingehalten.

Cannabisbliten (Bedrocan) validiert.

Das Verfahren ist

far
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