Aus dem Institut flir Tierernahrung

des Fachbereichs Veterinarmedizin
der Freien Universitat Berlin

und

dem Bundesinstitut fir Risikobewertung

Transfer von A°-Tetrahydrocannabinol (A°-THC) und
anderen Cannabinoiden aus nutzhanfhaltigen Futtermitteln
in die Milch von Kihen

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Grades einer
Doktorin der Veterinarmedizin
an der
Freien Universitat Berlin

vorgelegt von
Bettina Wagner (geb. Paulick)
Tierarztin aus Forst/Lausitz

Berlin 2024
Journal-Nr.: 4440

mbwberlin | mensch und buch verlag












Aus dem Institut fur Tierernahrung
des Fachbereichs Veterinarmedizin
der Freien Universitat Berlin

und

dem Bundesinstitut fur Risikobewertung

Transfer von A°-Tetrahydrocannabinol (A°-THC) und anderen
Cannabinoiden aus nutzhanfhaltigen Futtermitteln

in die Milch von Kiihen

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Grades
einer Doktorin der Veterinarmedizin
an der
Freien Universitat Berlin

vorgelegt von
Bettina Wagner (geb. Paulick)
Tierarztin aus Forst/Lausitz

Berlin 2024
Journal-Nr.: 4440



Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs Veterindrmedizin

der Freien Universitat Berlin

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Uwe Rosler
Erster Gutachter: Univ.-Prof. Dr. Jirgen Zentek
Zweiter Gutachter: PD Dr. Robert Pieper

Dritter Gutachter: Univ.-Prof. Dr. Diana Meemken

Deskriptoren (nach CAB-Thesaurus):
milk, cannabis, feeds, animal feeding, animal nutrition, dairy cows, milk composition,
tetrahydrocannabinol, food safety, food hygiene, food quality

Tag der Promotion: 16.02.2024

Bibliografische Information der Deutschen Nationalbibliothek

Die Deutsche Nationalbibliothek verzeichnet diese Publikation in der Deutschen
Nationalbibliografie; detaillierte bibliografische Daten sind im Internet tiber
<http://dnb.ddb.de> abrufbar.

ISBN: 978-3-96729-242-8

Zugl.: Berlin, Freie Univ., Diss., 2024
Dissertation, Freie Universitat Berlin
D188

Dieses Werk ist urheberrechtlich geschitzt.

Alle Rechte, auch die der Ubersetzung, des Nachdruckes und der Vervielfiltigung des Buches, oder Teilen
daraus, vorbehalten. Kein Teil des Werkes darf ohne schriftliche Genehmigung des Verlages in irgendeiner Form
reproduziert oder unter Verwendung elektronischer Systeme verarbeitet, vervielfaltigt oder verbreitet werden.

Die Wiedergabe von Gebrauchsnamen, Warenbezeichnungen, usw. in diesem Werk berechtigt auch ohne
besondere Kennzeichnung nicht zu der Annahme, dass solche Namen im Sinne der Warenzeichen- und
Markenschutz-Gesetzgebung als frei zu betrachten wéaren und daher von jedermann benutzt werden diirfen.

This document is protected by copyright law.
No part of this document may be reproduced in any form by any means without prior written authorization of
the publisher.

alle Rechte vorbehalten | all rights reserved
© Mensch und Buch Verlag 2024  choriner Str. 85 - 10119 Berlin

verlag@menschundbuch.de — www.menschundbuch.de



Inhaltsverzeichnis

INhaItSVErZeIiChNIS ....ccoeeeeieeeeeeeeee e ——————— |
AbbildungsVerzeiChNis ... ————————_—— \'
TabellenverzeiChnis ...... .. Vi
ADBKUrzungsverzeiChnis ..... ..o Vil
T EINIEIUNG e 1
2 Literaturlibersicht......... .. 3
2.1 Botanik der Hanfpflanze und CannabinoidproduKtion .................cccccvvvvvvvvvevvvevvnennnnnnnn. 3
2.2 Nutzung der Hanfpflanze als Futtermittel ................ccccoomiiiiiieeiieieieeieeeeee e 5
2.2.1 Geschichtlicher und aktueller Stand der Nutzung von Futtermitteln aus Hanf .....5
2.2.2 Nahrstoffe in Futtermitteln aus Hanf.............cccccceieeeee 6
2.2.3 Einsatz von Futtermitteln aus Hanf bei landwirtschaftlichen Nutztieren ............... 9
2.2.4 Einsatz von Futtermitteln aus Hanf bei Heimtieren...............cccoooiiis 11

2.3 Wirkungsweise und Toxikokinetik der Cannabinoide ..................ccccooeovvmeeeeeiinnnaicnns 12
2.3.1 Das EndocannabinoidSyStem .........coouuuiiiiiii i e 12
2.3.2 Toxikokinetik von A%-Tetrahydrocannabinol.............cccccoiiiiiiiiiiiiiiieeiiee e 13
2.3.3  Toxikologie VON A%-THC ........ooiieiie et 16
2.3.4 Wirkungen weiterer ausgewahlter Cannabinoide auf den Organismus.............. 20
2.3.5 Toxikologie von Cannabinoiden beim Wiederkauer ...................ccccco. 23

2.4 Transfer von Cannabinoiden in Milch und Gewebe................ccccceeeeeeeecciieiieaaeeeaens 24
2.4.1 Transfer von A%-THC und seiner Metaboliten in die Milch...............cccceeeinneeei. 24
2.4.2 Transfer von A%>-THC in Gewebe landwirtschaftlicher Nutztiere ......................... 26

2.5 RECAICNE ASPEKLE ...ttt ettt et e ettt e et 26
2.5.1 Rechtliche Bestimmungen zum Anbau von Hanf ............cccccciiiis 26
2.5.2 Rechtliche Bestimmungen zum Einsatz von Nutzhanf als Futtermittel............... 28
2.5.3 Stand der Risikobewertung............ccccooooiiiiii 29

2.6 Zusammenfassung und Aufgabenstellung ..............cccccoouoooomieiiiiiiiiiiciiieeeee e 32

3 Material und Methoden ... 33
3.1 NULZRANTSIAGEN ...ttt e e e e e 33
3.1.1  Auswahl der NUtZhanfSorten...........oooeiiiiiiiiiie e 33
3.1.2 Herstellung und Lagerung der Nutzhanfsilagen .................ccccc, 33
3.1.3 Zusammensetzung und Cannabinoidgehalt der Nutzhanfsilagen ..................... 34

3.2 Versuchstiere und HaltungsbedingQUNQeN...............coeeeeeeeeeiuiuieieeeeieeeiiiiieeeeaaeeeainin 36
3.2.1 Erlaubnis fur die Durchfihrung von Tierversuchen ............cccccoiiieeiiiiiiiiiiiienenn. 36
3.2.2 Versuchstiere.........oooo o 36

3.2.3 HaltungsbedinQUNQEN ............iiiiiiie et e e e e e e e e eenes 37



Inhaltsverzeichnis

3.3 Rationszusammensetzung und -gestaltung ...............ccouveeeeureeieeeeiieeeiieeiee e 37
3.4 VersuchSAUICATURIUNG ...........coooiieeeeeeeeeeee et 39
G T S Y=Y =T U o] g 1= o] 1 F= 1T o P 39
3.4.2 Untersuchungen und Probenahme............cccccoiiiiiiie 41
BTV = 7 ] PRSP 44
G T8 T I L U1 (= = = 1YY o PP 44
3.5.2 MilchinhaltSStoffe .......ccooeiiie e 45
3.5.3 Cannabinoidanalytik .............ccccc 45
3.6 TranSferbereCANUNG ...........coouoi ittt a e e e 47
3.7 EXPOSItIONSSCAEIZUNG .......ooeeeeeeiieeeeeee ettt 47
3.8 SHALISTIK ...ttt e e e e e et aaaaeeaan 49
ErgebniSSe ......ooicceeeeiiir i 51
4.1 Gesundheitsstatus der Tiere im VersuchsSzeitraum................ccccceeeeeeeccvcueeeeeeaaaennanns 51
4.2 Ergebnisse der Messungen an den MIlChKUREN..................c..ooevieeiiiiiiciiiiiieeeeee e 52
4.2.1 FutteraufName ....... ...ttt e e nnnennees 52
O N (=Y 0 11i =T o [ 1= o -4 PP PPRRPRPR 54
e B o 1= 4 (= To [ =T o PRSPPI 56
4.2.4 KOrpertemMPEratUr.........couuuuiiii i e e e e e e e e et e e e e e e e e ea st e e eeaaeeees 57
S T (T oY= o [ T o | P 58
4.2.6 TierbeobaChtung....... ..o 59
4.3 Ergebnisse der Messungen der KUNMIICA................cccoveeieeeeiiiiiaeeeeeeeeieee e 62
4.3.1  TagesSmMIlChIEISTUNG .......coiiiiiiiie e e 62
4.3.2 MilchinhaltSStOffe ........ueiiiiiee e 64
4.4 Ergebnisse der CannabinOidanalytiK ..............ccuueeeeeeeeeeiiieiieeaae e 68
4.4.1 Cannabinoidaufnahme durch die VersuchsklUhe ...............cccccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 68
4.4.2 Cannabinoidgehalt der Milchproben...............cooiiiiiiiiiii e 71
4.4.3 Transfer der Cannabinoide aus dem Futter in die Milch................oviviiiiiiiiinnne, 78
4.4.4 Cannabinoidgehalt der Blutplasmaproben..................eueuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiieennes 79
4.5 Ergebnisse der EXpOSitioNSSCHEIZUNG...........ccceeeureeeeeeeeeeieeeeeeee ettt e e 81
DISKUSSION ... s 83

5.1 Bewertung der erndhrungsphysiologischen Eigenschaften und Silageparameter

der NUIZRANTSHAQON ... 83

5.2 Bewertung der Cannabinoidgehalte der Nutzhanfsilagen ..................cccccccoovvvccninnnne.. 85
5.3 Bewertung der Effekte der Verfiitterung von Nutzhanfsilage auf die Tiergesundheit.87
5.3.1 Futteraufnahme ..., 87
5.3.2 Atemfrequenz und HerzfreQuUenz...............cccccc 89
5.3.3  KOrpertempPeratur..........coooiiiiiiieie e 91
5.3.4  KOIPEIGEWICKT . .....eeiiiiiiiiiii et e e e 91
5.3.5 TiIierbeobaChtUng......ccooiiiiiiiiiie e eeae 92
5.3.6 TagesmilChlEISTUNG ......ccooiiiiiiiiiiii e 93
5.3.7 MilchinhaltSStOffe .......eeiiiieieei e 94



Inhaltsverzeichnis

10

11

12

5.4 Bewertung der Cannabinoidgehalte der Milch- und Blutplasmaproben ..................... 95
5.4.1 Cannabinoidgehalte der Milchproben und Transferraten ..............ccccoeeieiiieiinn. 95
5.4.2 Cannabinoidgehalte der Blutplasmaproben.......................cccco 99

5.5 Bewertung der EXpOSItionSSChEIZUNG .............coeeiiieiiiiiiiiiiiiee e 100

5.6 Vergleich der Ergebnisse mit der PilotStudie...............eeeeeeeeeeeiiiieiieeeieeeiieiaaeaaaaan, 102

5.7 Grundsétzliche Uberlegungen Und FazZit...............ccceeeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeanns 102
ZUuSammMENTaSSUNG.......ccciiiuemrirrr i 107
ST T 0 4 = VP 108
LiteraturverzeiChnis ....... . e 109
PublikationsverzeiChnis........ ..o s 147
(D F T T Vo |11 T RS 151
Finanzierungsquellen und Interessenkonflikte ...........ccccccviiiiiimmimiccceeeee, 152
Selbststiandigkeitserklarung ... ———— 153






Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:

Uberblick der Versuchsphasen, Untersuchungen und Probenahmen. ............. 40
Verlauf der Futteraufnahme ... 53
Verlauf der AtemfreqUeNnZ ... 55
Verlauf der HerzfreQUenz ... 57
Abnormer Stand. ... 60
Miide wirkende KUNE............ou it eeeeeeeeenenes 60
Rotung und Vorfall der Nickhaut .............ooooiiie 61

Gesteigerte Nasensekretion und herauslaufende Sekretfaden......................... 62

Abbildung 9: Hypersalivation mit Pfutzenbildung am Boden.............cccoeviiiiiiiiiis 62
Abbildung 10: Verlauf der TagesmilChleiStung ..........oooiiiiiiiiiiii e 64
Abbildung 11: Durchschnittlicher A°>-THC-Gehalt der Kuhmilch ............cccocociiiiiiiiiiiieee. 71
Abbildung 12: Durchschnittlicher A-THCA-Gehalt der Kuhmilch.............ccccoooiiiiiiiiiiene. 72
Abbildung 13: Durchschnittlicher A>-THCV-Gehalt der Kuhmilch .............cccccoooiiiiiiii, 73
Abbildung 14: Durchschnittlicher CBD-Gehalt der Kuhmilch ..., 75
Abbildung 15: Durchschnittlicher CBN-Gehalt der Kuhmilch ..., 76
Abbildung 16: Durchschnittlicher CBDV-Gehalt der Kuhmilch ..., 77



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Nahrstoffe verschiedener Hanffuttermittel ... 7
Tabelle 2: Zusammensetzung der im Versuch verwendeten Hanfsilagen ............................. 35
Tabelle 3: Cannabinoidgehalt der im Versuch verwendeten Nutzhanfsilagen....................... 36

Tabelle 4: Zusammensetzung der Grundfutterration (Teil-TMR) im Verlauf des Versuchs ...38

Tabelle 5: Futteraufnahme in Abhangigkeit von Gruppe und Versuchsphase....................... 52
Tabelle 6: Atemfrequenz in Abhangigkeit von Gruppe und Versuchsphase...........ccccccccce..... 54
Tabelle 7: Herzfrequenz in Abhangigkeit von Gruppe und Versuchsphase............ccccoeeeenn. 56
Tabelle 8: Kérpertemperatur in Abhangigkeit von Gruppe und Versuchsphase..................... 58
Tabelle 9: Kérpergewicht in Abhangigkeit von Gruppe und Versuchsphase .............ccc........ 59
Tabelle 10: Tagesmilchleistung in Abhangigkeit von Gruppe und Versuchsphase................ 63
Tabelle 11: Milchinhaltsstoffe im Tagesgemelk in Abhangigkeit von Gruppe und
VersuChSPhase........ccooi i 65
Tabelle 12: Tagliche durchschnittliche Cannabinoidaufnahme je Tier........ccccoooeeiiiiiiiiiieennnn. 69
Tabelle 13: Ausschopfung der ARTD .........u e 82

Tabelle 14: Nach Cannabinoidexposition nachgewiesene Cannabinoide in der Milch von

MENSCNEN UNA THBIEN....ceeiieeee et e e e e e eens 97

\



Abkurzungsverzeichnis

11-OH-THC
ADL

ADF
ADForg
A-EG
aNDFom

ARfD

ATB

AUC
BBS-Silage
BfR

BHB
BHV-1

BLE

BMEL

BVD

CAS
CB|/CB1/CB=0
CB1/CB>
CBD
CBDA
CBDV
CBN

Crnax
CONTAM

CVUA-MEL
CYP2C, CYP2D6

DNS
EFSA

11-hydroxy-delta-9-Tetrahydrocannabinol

Acid Detergent Lignin, Saure-Detergenzien-Lignin

Acid Detergent Fibre, Saure-Detergenzien-Faser
organischer Anteil der Sdure-Detergenzien-Faser
Abendeinzelgemelk

Neutral-Detergenzien-Faser nach Amylasebehandlung und
Veraschung

akute Referenzdosis, Substanzmenge, die einmalig ohne Risiko
aufgenommen werden kann

Leibniz-Institut fir Agrartechnik und Biookonomie e. V., Potsdam
Area under the curve, Flache unter der Kurve

Silage aus Hanfblattern, -blitenstdnden und -samen
Bundesinstitut fiir Risikobewertung, Berlin
B-Hydroxybutyrat

bovines Herpesvirus 1

Bundesanstalt fir Landwirtschaft und Erndhrung
Bundesministerium flir Ernahrung und Landwirtschaft
bovine Virusdiarrhoe

Chemical Abstracts Service

geringer Anteil an, hoher Anteil an oder frei von Cannabinoiden
Cannabinoidrezeptor 1 / Cannabinoidrezeptor 2
Cannabidiol

Cannabidiolsaure

Cannabidivarin

Cannabinol

maximalen Plasmakonzentrationen

Panel on Contaminants in the Food Chain, Gremium zu
Kontaminanten in der Lebensmittelkette

Chemisches und Veterinaruntersuchungsamt Minsterland-
Emscher-Lippe

Cytochrom P450 2C, Cytochrom P450 2D6
Desoxyribonukleinsaure

European Food Safety Authority, Europaische Behdrde fiir

Lebensmittelsicherheit

Vi



Abkurzungsverzeichnis

ESI
FEEDAP

FS

FSH

GABA

GPC
GP-Silage
HDPE

HIV
HPLC-MS/MS

IFNy
IL-2

IQA
ISTD
IUPAC
KGW
LAGeSo
LDso

LH
LOAEL

LOEL

log Kow
ME
M-EG
M/P
NaCl
Na>S04
NDF
NEL
NfE

Elektrospray-lonisation

Panel on Additives and Products or Substances used in Animal
Feed, Gremium zu Zusatzstoffen, Erzeugnissen und Stoffen in
der Tierernahrung

Frischsubstanz

Follikelstimulierendes Hormon

Gamma-aminobutryic acid, Gamma-Aminobuttersaure
Gel-Permeations-Chromatograf

Silage aus gesamter Hanfpflanze

Hart-Polyethylen, High Density Polyethylen

Humanes Immundefizienz-Virus
Hochleistungsflissigkeitschromatografie mit Tandem
Massenspektrometrie-Kopplung

Interferon Gamma

Interleukin 2

Interquartilsabstand

Interne Standard-Lésung

International Union of Pure and Applied Chemistry
Kdrpergewicht

Landesamt fir Gesundheit und Soziales, Berlin

mittlere letale Dosis

Luteinisierendes Hormon

Lowest observed adverse effect level, niedrigste Dosis eines
Stoffes, bei der noch adverse Effekte beobachtet wurden
Lowest observed effect level, niedrigste Dosis eines Stoffes, bei
der noch Effekte beobachtet wurden
Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient

Metabolische (umsetzbare) Energie

Morgeneinzelgemelk

Milch-Plasma-Quotient

Natriumchlorid

Natriumsulfat

Neutral Detergent Fibre, Neutral-Detergenzien-Faser
Netto-Energie-Laktation

Stickstofffreie Extraktstoffe

VI



Abkurzungsverzeichnis

NHs-N % von Ges.-N

NTP
NWG
P95
PE
PMTDI

PP
RACE

RUP

SD

SP
Teil-TMR
THC

A8-THC
A°-THC
A°-THCA
THC-COOH
AS-THCV
TS

XA

XF

XL

XP

Prozentualer Anteil des Ammoniak-Stickstoffs am
Gesamtstickstoff

National Toxicology Program

Nachweisgrenze

95. Perzentil

Polyethylen

Provisional maximum tolerable daily intake, vorlaufige maximal
tolerierbare tagliche Aufnahme

Polypropylen

Rapid Assessment of Contaminant Exposure, Tool der EFSA zur
Schatzung der Exposition

Rumen Undegradable Protein, pansengeschutztes Protein
standard deviation, Standardabweichung

Sammelmilchprobe

Teilmischration

Tetrahydrocannabinol, ohne explizite Angabe, ob THCA-Gehalt
mit erfasst wurde

Delta-8-Tetrahydrocannabinol

Delta-9-Tetrahydrocannabinol
Delta-9-Tetrahydrocannabinolsaure
11-nor-9-carboxy-delta-9-THC

Delta-9-Tetrahydrocannabivarin

Trockensubstanz

Rohasche

Rohfaser

Rohfett

Rohprotein






Einleitung

Die urspriinglich aus Mittelasien stammende Hanfpflanze (Cannabis sativa) ist eine der
altesten Nutzpflanzen der Welt. Ihr Anbau erfolgte in der Geschichte hauptsachlich zur
Gewinnung von Hanffasern aus dem Stangel der Pflanze sowie zur Produktion von
Hanfsamen fir die unterschiedlichsten Einsatzzwecke (Bosca und Karus 1997). Aufgrund des
in der Hanfpflanze vorkommenden psychoaktiven Cannabinoids A®%-Tetrahydrocannabinol
(A%-THC) kam es in den 1930er Jahren zu einem nahezu globalen Hanfanbauverbot. Erst in
den 1990er Jahren wurde, ausgeldst durch wachsendes wirtschaftliches Interesse an
Faserpflanzen, der Anbau von Hanf mit einem geringen A%-THC-Gehalt wieder erlaubt. Seither
wachst der Nutzhanfsektor weltweit und neben traditionellen Einsatzbereichen, wie der
Herstellung von Bekleidung, Papier, Seilen, Baumaterial sowie der Erndhrung, wird Hanf
zunehmend auch flir neue Anwendungen, beispielsweise im therapeutischen Bereich und in
der Biotechnologie, verwendet. Weiterhin kbnnen Hanf und Hanfprodukte in der Tierernahrung

eingesetzt werden (Crini et al. 2020).

Zum Zeitpunkt der Erstellung der vorliegenden Arbeit durfte in Deutschland legal angebauter,
sogenannter ,Nutzhanf‘ einen A°-THC-Gehalt von maximal 0,2 % aufweisen. Im Rahmen der
neuen Gemeinsamen Europaischen Agrarpolitik wurde eine Erhdhung des zuldssigen
maximalen THC-Gehalts auf 0,3 % beschlossen, welche seit Februar 2023 Glltigkeit besitzt
(EU 2021). Die Bezeichnung ,Nutzhanf* wird an dieser Stelle fur die vorliegende Publikation
Ubernommen und wird verwendet, um zu verdeutlichen, dass beim Anbau des Hanfs die
geltenden europaischen rechtlichen Bestimmungen eingehalten wurden. In Hanfpflanzen liegt
A°-THC groBtenteils in Form seiner psychoinaktiven Vorstufe A°-Tetrahydrocannabinolsédure
(A°-THCA) vor (EFSA 2015, Doorenbos et al. 1971, Yamauchi et al. 1967). Die offizielle
EU-Methode zur Bestimmung des A°-THC-Gehalts in Nutzhanfpflanzen beruht auf einem
gaschromatografischen Verfahren. Durch die hohen Temperaturen im Injektor des
Gaschromatografen kommt es zu einer Uberfiihrung der psychoinaktiven Vorstufe AS-THCA
in psychoaktives A°-THC, sodass bei der Anwendung der Unionsmethode der sogenannte
Gesamt-THC-Gehalt der Pflanze, also die Summe aus AS%-THCA und AS-THC, erfasst wird
(EFSA 2015, Furst 2014).

Der mogliche Einsatz von Nutzhanf in der Fitterung landwirtschaftlicher Nutztiere wirft die
Frage auf, inwiefern AS-THC und andere, in Nutzhanf enthaltene Cannabinoide
[pharmakologisch aktive Substanzen, die auf das Endocannabinoidsystem von Menschen und
Tieren wirken] aus dem Futter in die Lebensmittel tierischer Herkunft Gbergehen und damit ein

gesundheitliches Risiko fir den Verbraucher darstellen kénnen. Frihere und aktuelle



Einleitung

Untersuchungen an laktierenden Tieren und Mittern zeigen, dass die lipophilen Substanzen
nach oraler bzw. inhalativer Aufnahme in die Milch Gbergehen kdénnen (siehe Kapitel 2.4.1 und
5.4.1). Aufgrund eingeschrankter bzw. fehlender Daten zum Ubergang von A®-THC und
anderen Cannabinoiden aus dem Futter in Lebensmittel tierischer Herkunft und der oftmals
fehlenden Differenzierung zwischen A°-THC und seiner Vorstufe A°~-THCA war bislang keine
reale Risikobewertung des Einsatzes von Nutzhanf in der Fitterung landwirtschaftlicher
Nutztiere moglich (EFSA 2015). Weiterhin ist bekannt, dass A°-THC und andere Cannabinoide
psychoaktive bzw. pharmakologische Wirkung haben (siehe Kapitel 2.3.3 und 2.3.4).
Wenngleich es in Deutschland rechtlich aufgrund der Bestimmungen des
Betdubungsmittelgesetztes nicht erlaubt ist, ist der Einsatz von Nutzhanf bei
landwirtschaftlichen Nutztieren grundsatzlich mit nennenswertem Rationsanteil maoglich
(EFSA 2015). Dadurch kann es auch bei geringem Cannabinoidgehalt der Nutzhanfpflanzen
zur Aufnahme héherer Cannabinoidmengen kommen. Aufgrund fehlender Daten war bislang
nicht bekannt, wie sich eine hohere Cannabinoidaufnahme auf die Gesundheit und die

Leistung von landwirtschaftlichen Nutztieren, insbesondere Milchkiihen, auswirkt.

Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, den Transfer von Cannabinoiden aus nutzhanfhaltigem
Futter in die Milch von Kihen und unter Verwendung einer neuen Analysemethode zu
quantifizieren. Zudem sollte erfasst werden, welche Wirkung die Verfutterung von Nutzhanf
auf die Gesundheit und die Leistung von Milchkihen hat. Bei allen cannabinoidbezogenen
Fragestellungen wurde dabei auf eine konsequente Unterscheidung zwischen psychoaktivem
A%-THC und seiner psychoinaktiven Vorstufe AS-THCA geachtet. Im Falle unklarer
Bezeichnungen der Substanz in Rechtsakten oder Publikationen wird in der vorliegenden
Arbeit der Ausdruck ,THC* bzw. ,Tetrahydrocannabinol“ genutzt, um zu betonen, dass keine

Abgrenzung von A°-THC zur Vorstufe vorgenommen werden kann.



Literaturubersicht

2.1 Botanik der Hanfpflanze und Cannabinoidproduktion

Bei der Hanfpflanze (Cannabis sativa) handelt es sich um eine weichsténgelige (krautige)
Pflanze, deren Stangel gegen Ende der Wachstumsphase verholzt. Die Pflanze ist
urspringlich zweihausig und weist einen ausgepragten Sexualdimorphismus auf. Daneben
gibt es einhausige Hanfsorten, bei denen mannliche und weibliche Bluten auf einer Pflanze
sitzen. Der Stangel kann eine Héhe von 1-4,5 m erreichen und macht etwa 65-70 % der
Gesamtmasse der Pflanze aus. Er besteht aus einem Kern aus Holzgewebe, welches die
Schabenmasse bildet, und peripher umgebendem Bastgewebe, aus dem die Hanffaser
gewonnen wird. Die Blatter der Hanfpflanze sind fingerformig gegliedert und die Anzahl der
Blattfinger variiert zwischen 5-13 in Abhangigkeit von Sorte und Alter der Pflanze. lhr Anteil
an der Gesamtpflanzenmasse macht 24-25 % aus. Durch natirlichen Blattabfall zum Ende
der Vegetationsperiode kann er sich auf bis zu 8 % verringern. Die Wurzel ist im Vergleich zu
anderen wirtschaftlich bedeutenden Pflanzen schwach entwickelt und macht etwa 8-9 % der
Gesamtpflanzenmasse aus. Die Friichte, die von der Hanfpflanze gebildet werden sind,
botanisch gesehen, Nisse, wenngleich sich im Sprachgebrauch die Bezeichnung Samen
eingeburgert hat (Bosca und Karus 1997). Da auch in einschlagigen wissenschaftlichen
Arbeiten zum Thema Hanf die Hanfnuss als Samen bezeichnet wird, wird diese Formulierung

fur die vorliegende Arbeit Gbernommen.

Die Hanfpflanze produziert ein Harz, welches sie Gber Driisenhaare sezerniert (Mahlberg und
Kim 2004). In diesem sind mindestens ,400 Substanzen, davon circa 60 Cannabinoide,
darunter auch A®%-Tetrahydrocannabinol“ nachgewiesen worden (Ammon et al. 2010). Neuere
Quellen verweisen sogar auf das Vorhandensein von 545 chemischen Bestandteilen in der
Hanfpflanze, davon 104 Cannabinoide (Gould 2015). Cannabinoide werden in den
Drisenzellen der Hanfpflanze gebildet (Mahlberg und Kim 2004) und Uberwiegend in Form
von Cannabinoidsauren in der Pflanze akkumuliert. Eine Umwandlung in die entsprechende
neutrale Cannabinoidform erfolgt bei Trocknung, Lagerung und Erhitzung der Pflanze
(de Meijer et al. 2003). Das Harz der weiblichen Pflanze wird als Haschisch, ihre harzhaltigen
Triebspitzen als Marihuana bezeichnet. Sie werden als halluzinogene Rauschmittel verwendet
(Ammon et al. 2010). Die Bedeutung des cannabinoidhaltigen Harzes als Schutz fur die
Hanfpflanze gegen Trockenheit, UV-Strahlung, Insekten, Bakterien und Pilze wird diskutiert.
AuRere Faktoren, wie beispielsweise Temperatur, Feuchtigkeit und mineralische
Zusammensetzung des Bodens, beeinflussen das Ausmal} der Cannabinoidproduktion (Pate
1994), wenngleich diese einen geringeren Einfluss als die Genetik der Pflanze haben

(Doorenbos et al. 1971). Die cannabinoidproduzierenden Drisenhaare werden von der
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Hanfpflanze auf der gesamten oberirdischen Oberflache ausgebildet (Mahlberg und Kim
2004). Innerhalb einer Pflanze nimmt der Gehalt an Cannabinoiden in folgender Reihenfolge
ab: Hochblatt — Bliten — Blatter — kleine Stangel — groRe Stangel — Wurzeln und Samen
(Doorenbos et al. 1971). Entgegen der immer wieder zitierten Aussage, dass Samen und
Wurzeln frei von Cannabinoiden seien, konnten sowohl das Cannabinoid Cannabidiol (CBD)
als auch A%-Tetrahydrocannabinol (A%-THC), wenngleich in geringem Ausmal, in den beiden
Pflanzenteilen nachgewiesen werden (Andre et al. 2016, Fetterman et al. 1971). Hohere
A°-THC-Gehalte in den Samen seien jedoch vermutlich das Ergebnis einer Kontamination der

Aulenseite der Samen durch das Harz der Blatter der Pflanze (Ross et al. 2000).

Als erster Bestandteil des Harzes von Hanf konnte Cannabinol (CBN) isoliert werden (Wood
et al. 1899, Wyndham et al. 1898). Erst viele Jahre spater gelang die Isolation und strukturelle
Charakterisierung der Hauptbestandteile des Harzes der Hanfpflanze — des psychoinaktiven
Cannabidiols (CBD) (Mechoulam und Shvo 1963) und des psychoaktiven
A°-Tetrahydrocannabinols (A°-THC) (Gaoni und Mechoulam 1964). Letzteres stellt die
wichtigste aktive Substanz im Hanf dar (Casajuana Kogel et al. 2018).
Delta-9-Tetrahydrocannabinol und Cannabidiol liegen in der Hanfpflanze grofdtenteils in Form
ihrer Saurevorstufen A°-Tetrahydrocannabinolsdure (A°-THCA) bzw. Cannabidiolsaure
(CBDA) vor (Doorenbos et al. 1971). Beim A%-THC betragt der Anteil der Saurevorstufe in der
Pflanze bis zu 95 % (Kleinhenz et al. 2020a, EFSA 2015, Pitts et al. 1992, Doorenbos et al.
1971, Yamauchi et al. 1967). Das Verhaltnis von AS>-THCA zu A°-THC schwankt jedoch stark
in Abhangigkeit von der Pflanzengeneration und dem Aufwuchsklima und kann Werte von
unter 2:1 annehmen (Pitts et al. 1992). Durch nicht-enzymatische Decarboxylierung entsteht
aus A%-THCA das psychoaktive A°-THC und aus CBDA das CBD (Taura et al. 2007).

Neben A°THC und CBD gehort auch Cannabinol (CBN) zu den mengenmalig
vorherrschenden Bestandteilen des Harzes der Hanfpflanze (Hollister 1974). Der Gehalt an
CBN ist in frischen Hanfpflanzen niedrig, da es sich um ein Oxidationsprodukt von AS-THC
handelt. Im Laufe der Lagerung steigt sein Gehalt durch Umsetzung von A°-THC zu CBN
(Ross und EISohly 1997, Levine 1944). Ursachlich hierfur sind die Einwirkung von Licht,
Warme oder Autooxidation (Moreno-Sanz 2016, Agurell et al. 1986).

Die Isolation von A°-Tetrahydrocannabivarin (A°~-THCV) und Cannabidivarin (CBDV) gelang
erstmalig aus einer Probe nepalesischem Haschischs (Merkus 1971). Cannabidivarin ist in
Pflanzen die Vorldufersubstanz von A%-THCV (Deiana et al. 2012). Ublicherweise ist der
Gehalt an A°-THCV in Hanfpflanzen geringer als der Gehalt an A>-THC bzw. CBD. Ausnahmen
werden in der wissenschaftlichen Literatur jedoch aufgeflihrt (Baker et al. 1980, Turner et al.
1973).
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Es kann zwischen zwei Hanf-Phanotypen unterschieden werden: der erste Typ wird fir
Drogenzwecke genutzt (,Drogenhanf*), der zweite Typ wird vornehmlich zur Fasergewinnung
angebaut (,Faserhanf*). Die beiden Typen kénnen durch botanische Beurteilungsmethoden
(phanotypisch) nicht voneinander unterschieden werden, jedoch ermdéglicht das Verhaltnis der

zuvor genannten Cannabinoide zueinander eine Unterscheidung des Hanftyps:

% A9 — Tetrahydrocannabinol + % Cannabinol
% Cannabidiol

Phéanotyp — Verhdltnis =

Ein Phanotyp-Verhaltnis von > 1 ist kennzeichnend fir ,Drogenhanf*, wogegen ein Verhaltnis
<1 fur ,Faserhanf* charakteristisch ist. Der Phanotyp einer Hanfvarietat bleibt unabhangig
vom untersuchten Pflanzenteil sowie Geschlecht, Alter, Jahr und Aufzuchtsort der Pflanze
immer gleich (Fetterman et al. 1971). Aufgrund des sehr geringen Gehalts an CBN in

Hanfpflanzen kann auch wie folgt unterschieden werden (de Meijer et al. 1992):

Nicht-Drogen-Phanotyp: % A°-THC/ % CBD < 1
Drogen-Phanotyp: % A°-THC/ % CBD > 1

2.2 Nutzung der Hanfpflanze als Futtermittel

2.2.1 Geschichtlicher und aktueller Stand der Nutzung von Futtermitteln aus Hanf
Bereits in futtermittelkundlichen Werken aus dem 19. Jahrhundert werden der Einsatz von
Hanfsamen und Hanfkuchen in der Tierernahrung sowie deren Nahrwerte beschrieben (Pott
1889, Wolff 1861). Historisch ist der Einsatz von Hanfsamen bei Geflliigel zum Anregen der
Legeleistung und sowie bei Gefliigel, Pferden und Bullen zum Anregen des Geschlechtstriebs
beschrieben. Hanfsamen und Hanfkuchen wurden der Ration verschiedener Tierarten
zugesetzt, um das Haarkleid zu verbessern. Bei Kiihen und Stuten wurde Hanfkuchen als
Vorbeugungs- und Heilmittel gegen Aborte eingesetzt. Es wird jedoch zeitgleich von der
Verwendung groRerer Mengen und dem Einsatz bei Jungtieren und tragenden Tieren in der
Ration aufgrund der enthaltenen narkotischen Stoffe abgeraten (Wéhlbier 1966; Becker und
Nehring 1965, Pott 1889, Wolff 1861).

Gegenwartig berichten Bauern in nicht-rezensierten Artikeln von positiven Erfahrungen mit der
Verfltterung der Hanfpflanze: es kdme zu einer Verringerung des Medikamenteneinsatzes,
geringeren Sterblichkeitsraten, einer Senkung der Inzidenz von absetzungsbedingten
Durchfallen bei Ferkeln, zur Stressreduktion bei Sauen und anderen Nutztieren sowie bei
Kdhen zu einer Erhdhung der Milchmenge, einer Verbesserung der Milchinhaltsstoffe, der
Verdauung, des Besamungserfolgs, der Gesundheit und der Lebenserwartung (Hanf-Magazin
2015; DCA 2014; Azarius 2011; Telegraaf 2011; Blick 2009; Sudkurier 2009; 20 Minuten

2006). Wissenschaftliche Belege dafir liegen bislang nicht vor. Vom gezielten Anbau von Hanf
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als Futtermittel fir Lebensmittel liefernde Tiere sowie der Verfitterung der ganzen Pflanze aus
Uberschussproduktion benachbarter Hanfanbaubetriebe wird berichtet (Dulon 2017, EFSA
2015, Gusovius 2014). Auch eine mogliche Verfiitterung von Nebenprodukten der Hanfsamen-
und Hanffasergewinnung (Blatter, Bliten und Stangel) wird diskutiert (EFSA 2015). Hierbei
muss beachtet werden, dass in Deutschland aufgrund der betdubungsmittelrechtlichen
Regelungen lediglich die Verfiitterung von Nutzhanfsamen und daraus hergestellten

Futtermitteln, nicht jedoch von anderen Pflanzeteilen, statthaft ist (siehe Kapitel 2.5.2).

Nachdem die Hanfanbauflache in der EU zwischen den Jahren 1993 und 2011 gréfRtenteils
zwischen 10-15.000 ha schwankte, nimmt die Hanfanbauflache seit 2011 stetig zu. Aktuell
liegt die Anbauflache innerhalb der EU bei ca. 50.000 ha (EIHA 2020). Die deutsche
Hanfanbauflache hat sich innerhalb der letzten flinf Jahre mehr als verdoppelt und betrug im
Jahr 2022 rund 7.000 ha (BLE 2022). Im Jahr 2013 wurden in der EU 11.500 t Hanfsamen und
240t Hanfbliten und -blatter produziert. Letztere werden vornehmlich fir medizinische
Anwendungen (Gewinnung von A%THC und CBD), sowie =zur Herstellung von
Nahrungserganzungsmitteln (CBD) und &therischen Olen fiir Lebensmittel und Getrénke
genutzt. Hanfsamen stellen in der EU grof3tenteils ein Nebenprodukt der Faserproduktion dar,
wenngleich im Jahr 2015 zunehmend mehr Produzenten begannen, Hanf gezielt zur Samen-
und Blatenproduktion anzubauen (EIHA 2016). Im Gegensatz zu knapp 70 % der im Jahr 2010
in der EU erzeugten Hanfsamen wurden im Jahr 2013 nur 44 % der Hanfsamen als Futtermittel
eingesetzt. Ursachlich hierfur ist eine erhdhte Nachfrage durch den Lebensmittelmarkt.
Zeitgleich wurden jedoch 92 % mehr Hanfsamen produziert (EIHA 2016; EIHA 2013). Vogel-
und Fischfutter bilden den Hauptmarkt fir Hanfsamen als Futtermittel. Hanfol wird nur in
geringem Umfang in der Tiererndhrung eingesetzt; hierbei hauptsachlich zur Aufzucht von Koi-
Karpfen (EIHA 2013), aber auch als Erganzungsfuttermittel fir Vogel, Pferde und Kleintiere
(Carus et al. 2008). Zur Verfutterung von Blattern, Bliten bzw. der Gesamthanfpflanze

innerhalb der EU liegen derzeit keine Daten vor.

2.2.2 Nahrstoffe in Futtermitteln aus Hanf

Einen Uberblick der Nahrstoffe in verschiedenen Hanffuttermitteln liefert Tabelle 1.

Das Protein der Hanfsamen gilt als leicht verdaulich (EIHA 2013, Wang et al. 2008). |hr
Aminosauremuster ist dhnlich dem des Hihnereiweiles und der Sojabohne; der Gehalt an
den limitierenden Aminosauren Lysin und Methionin betragt 10,3 bzw. 5,8 g/kg TS (Callaway
2004). Trotz des hohen Fettgehalts der Samen kann Hanf jedoch nicht als Olpflanze
bezeichnet werden, da er im Vergleich zu Raps und Sonnenblume wesentlich weniger Samen
produziert (Bosca und Karus 1997). Hanfsamen enthalten 4,1 g Calcium, 11,2 g Phosphor,
5,6 g Magnesium und 8,8 g Kalium pro kg TS (Gibb et al. 2005). Niedrigere Calciumgehalte in
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Tabelle 1: Nahrstoffe verschiedener Hanffuttermittel

in MJ/kg TS in % ing/lkg TS
ME TS XA XP XL XF NDF ADF NfE Starke Quelle
Hanfsamen
10,3 (NEL) 88,2 - 257 316 - 334 232 - - Mierlita 2018
9,69 (NEL) 91,2 - 249 327 - 297 213 - - Mierlita 2016
18,0 - - 248 276 - - - - - Mahmoudi et al. 2015
18,0 - - 242 304 - - - - - Gakhar et al. 2012
- 91,3 - 274 - - 334 233 - - Gibb et al. 2005
- - 67-80 279-308 226-298 183-246 - - 131-167 12-18 Slansky et al. 19972
- 91,0 43 210 320 150 - - 187 - Kellner und Becker 1966
- 91,0-93,5 4245 182-214 306-327 139-180 - - 169-212 - Becker und Nehring 1965
Hanfkuchen
7,6 (NEL) 89,4 - 334 117 - 436 362 - - Mierlita 2018
9,5 92,7 69 336 127 - 382 336 - 7 Karlsson und Martinsson
2011
9,5 93,7 67 344 124 - 393 321 - 10 Karlsson et al. 2010
12,1/13,0 89,0/89,3 64/66 385/369  89/104 - 449/434 - - 15 Hessle et al. 2008
- - 88 343 100 275 - - 195 12 Slansky et al. 1997 @
- 88,0-90,5 71-89 278-300 65-100 202-268 - - 180-206 - Becker und Nehring 1965
Hanfextraktionsschrot
- 90,0 85 332 10 280 - - 193 - Kellner und Becker 1966
- 90,5-91,0 87-93 333-339 5-9 290-300 - - 167—-191 - Becker und Nehring 1965
Hanfblatter
- 88,9 212 130 89 - 447 208 - 9 Kleinhenz et al. 2020a
- 19-35 176-194 135-228 29-59 112-182 - - 438-470 - Slansky et al. 1997 2
Ganze Hanfpflanze
- 70,3 88 69 27 - 816 608 - 2 Kleinhenz et al. 2020a

a verschiedene Sorten, Aussaat- und Erntetermine, Werte fiir Hanfblatter teilweise aus Saulendiagramm geschatzt, ® Nutzhanf und —blatter fir
die Gewinnung von Cannabinoiden, vorgetrocknet; MJ — Megajoule, TS — Trockensubstanz, ME — umsetzbare Energie, XA — Rohasche, XP —
Rohprotein, XL — Rohfett, XF — Rohfaser, NDF — Neutral-Detergenzien-Faser, ADF — Saure-Detergenzien-Faser, NfE — stickstofffreie
Extraktstoffe, NEL — Netto-Energie-Laktation
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Hoéhe von 1,5 (Mahmoudi et al. 2015) bzw. 1,8 g/kg TS sowie héhere Phosphorgehalte in Hohe
von 15,9 g/kg TS (Skfivan et al. 2020) werden berichtet.

Hanfsamen sowie daraus hergestellter Hanfkuchen kdénnen als Futtermittel fur alle Tierarten
eingesetzt werden, sofern speziesspezifische Restriktionen (Rohfaser bei Gefligel, mehrfach
ungesattigte Fettsauren bei Schweinen) beachtet werden (EFSA 2011). Bei Mastbullen sollte
die Aufnahme an Fetten mit der Ration auf maximal 400 g/Tag und bei Milchkihen auf maximal
800 g/Tag beschrankt sein (Kamphues et al. 2009).

Im aus Hanfsamen gewonnenen Hanfdl ist der Anteil an mehrfach ungeséttigten Fettsauren
mit 70-80 % im Vergleich zu anderen Olen sehr hoch. Den gréRten Teil machen dabei die
ungesattigten Fettsduren Olsaure (C 18:1), Linolséure (C 18:2) und Linolensaure (C 18:3) aus
(Mierlita 2018, Carus et al. 2008, Slansky et al. 1997). Die Fettsdure Palmitinsdure (C 16:0)
macht etwa ein Viertel der Gesamtfettsduren aus. Der sehr hohe Linolensduregehalt im Hanfol
muss bei der Rationsberechnung beriicksichtigt werden, um negative Auswirkungen auf das
Fettsauremuster des Koérper- sowie des Eifettes beim Gefligel zu vermeiden. Auch bei
Schweinen sind bei hdherem Einsatz von Hanfél im Futter Veranderungen im Fettsduremuster
des Korperfettes durch den hohen Gehalt an Polyenfettsauren zu erwarten — fiir Mastschweine

wird daher ein Rationsanteil von < 1 % empfohlen (Slansky et al. 1997).

Hanfkuchen [der bei der Olgewinnung, Ublicherweise mittels Kaltpressung, aus Hanfsamen
anfallende Pressriickstand] kann als Ersatz von oder Ergénzung zu Olsaatenmehlen in der
Futterung von Nutztieren genutzt werden (EFSA 2015). Die chemische Zusammensetzung
des Hanfkuchens wird als vergleichbar mit der von Rapskuchen angegeben, wenngleich der
Rohfasergehalt des Hanfkuchens hdher ist. Die limitierenden Aminosauren Lysin und
Methionin sind mit 13,1 bzw. 7,5 g/kg TS enthalten. Durch die gute standardisierte praecaecale
Verdaulichkeit des Rohproteins (85 %) und der Aminosauren (77-94 %) ist Hanfkuchen ein
geeignetes Eiweil¥futtermittel in der Schweinefiutterung (Hogk Presto et al. 2011). Der hohe
Rohfaseranteil des Hanfkuchens kann jedoch zu einer Herabsetzung der Verdaulichkeit
fuhren, wenn der Gesamtrohfasergehalt der Ration 5 % Uberschreitet. Bei tragenden Sauen
eignet sich Hanfkuchen zur Sattigung und Anregung der Darmperistaltik vor der Geburt
(Slansky et al. 1997). Eine altere Studie beschreibt Hanfkuchen in der Ration von
Wiederkduern als eine exzellente Quelle von pansengeschitzem Protein mit einer hohen
postruminalen Verfligbarkeit (Mustafa et al. 1999), wogegen eine neuere Studie zu einem

gegenteiligen Ergebnis kommt (Karlsson und Martinsson 2011).

Die Gesamtpflanze stellt, ungeachtet der enthaltenen Cannabinoide, ein geeignetes
Futtermittel fir Wiederkauer und Pferde dar. Als Rohfaserquelle in der Wiederkduerernahrung

wird der Einsatz von 0,5-1,5kg TS Hanf pro Tier und Tag fur wahrscheinlich erachtet
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(EFSA 2011). Weiterhin kdnnen Koppelprodukte verschiedener Nutzhanfprodukte, wie Blatter,
Pflanzenfaserreste und andere Pflanzenteile, potentielle Futtermittel, insbesondere flir Rinder
sein. Im Vergleich zu Bluten, Blattern und Samen hat die Gesamtpflanze einen geringeren
Rohprotein-, Mineralstoff- und Energiegehalt (Kleinhenz et al. 2020a). Die Stangel der
Hanfpflanze enthalten in Abhangigkeit von Sorte und Anbaubedingungen einen ADF-Gehalt
von 590-760 g/kg TS sowie einen ADL-Gehalt von 65-75 g/kg TS. Von der Verfiitterung alterer
Pflanzen wird aufgrund des unglnstigen Stangel-Blatt-Verhaltnisses (5:1) und damit
einhergehendem hohen Ligningehalt abgeraten, da dieser die Verdaulichkeit der

Gesamtpflanze herabsetzt (Slansky et al. 1997).

Hanf enthalt zudem sekundare Pflanzenstoffe. Hierzu zahlen die teilweise psychoaktiv bzw.
pharmakologisch wirksamen Cannabinoide, aber auch Terpenoide, wie Limonen, Myrcen,
a-Pinen, Linalool, B-Caryophyllen, Caryophyllenoxid, Nerolidol und Phytoll (Russo 2011),
sowie Flavonoide, wie Cannaflavin, Quercetin, Luteolin und Kaempferol (Della Rocca und Di
Salvo 2020).

2.2.3 Einsatz von Futtermitteln aus Hanf bei landwirtschaftlichen Nutztieren

2.2.3.1 Hanfsamen

Bei Legehennen flhrte die Verfiutterung von bis zu 30 % Hanfsamen in der Ration zu keinen
nachteiligen Effekten auf die Futteraufnahme, die Futterverwertung, die Eiproduktion, das
Korpergewicht sowie die sensorische Eiqualitat (Neijat et al. 2014, Gakhar et al. 2012,
Goldberg et al. 2012). Die sensorische Eiqualitat sowie die tagliche Eizahl wurden beim
Einsatz von 15 % Hanfsamen im Futter nicht beeinflusst. Rohe Hanfsamen flhrten jedoch im
Gegensatz zu hitzebehandelten Hanfsamen zu einer Abnahme des Eigewichts sowie der
Futteraufnahme. Die Zugabe von Hanfsamen ins Futter flihrte im Eigelb zu einem Anstieg der
mehrfach ungesattigten und einem Abfall der einfach ungesattigten Fettsauren (Konca et al.
2018). Bei Broilern wurden verschiedene Parameter der Tierleistung bei einem Einsatz von
bis zu 5 bzw. 7,5 % Hanfsamen im Futter ebenfalls nicht nachteilig beeinflusst (Skfivan et al.
2020, Mahmoudi et al. 2015).

Bei laktierenden Schafen fiihrte der Einsatz von 17,5 bzw. 18 % Hanfsamen in der Ration zu
einem hdheren Fettgehalt bei gleichbleibendem Proteingehalt in der Milch. Eine Verschiebung
des Fettsduremusters (Anstieg ungesattigte, Abfall gesattigten Fettsauren) konnte beobachtet
werden. Der durch die Verfitterung von Hanfsamen erzielte hohe Anteil an Tocopherolen in
der Rohmilch beugte zudem der Fettoxidation vor (Mierlita 2018, Mierlita 2016).
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Bis zu 14 % Hanfsamen in der Ration wurden von Mastrindern ohne Einbufen hinsichtlich
Futteraufnahme, durchschnittiche Zunahmen, Futterverwertung und Schlachtkérper-
eigenschaften toleriert (Gibb et al. 2005).

2.2.3.2 Hanfkuchen, Hanfmehl und Hanfextraktionsschrot
Bei Legehennen konnten durch die Zugabe von bis zu 20 % Hanfmehl im Futter keine
negativen Effekte auf die Futteraufnahme, die Futterverwertung, die Gewichtsentwicklung
sowie die Legeleistung festgestellt werden (Silversides und LeFrangois 2005). Bei Broilern
wurde bei einer Dosierung von 20 % Hanfkuchen im Futter ebenfalls kein negativer Einfluss
auf die Leistung nachgewiesen, wenngleich, vermutlich aufgrund der nasseren Einstreu durch
den héheren Rohfasergehalt der Ration, eine Abnahme der Gesundheit der Stander zu
verzeichnen war. Ob diese ursachlich durch den Hanfkuchenanteil in der Ration vermindert
wurde, konnte jedoch aufgrund des zeitgleich héheren Erbseneinsatzes in der Versuchsration

nicht bestimmt werden (Eriksson und Wall 2012).

Bei Borgen hatten 24,5 % Hanfkuchen in der Ration keinen negativen Einfluss auf die
Futteraufnahme sowie die Wachstumsleistung im Vergleich zu Versuchsgruppen, die andere

Eiweillquellen erhielten (Hogk Presto et al. 2011).

Bei Bullenkalbern und Mastrindern wurde bei Einsatz von 1 kg bzw. 1,4 kg Hanfkuchen pro
Tier und Tag kein negativer Einfluss auf die Futteraufnahme, die Gewichtszunahme, die
Kotbeschaffenheit sowie die Schlachtkérpereigenschaften der Tiere beobachtet (Hessle et al.
2008). Bei Milchkuhen wurden bis zu 32 % Hanfkuchen in der Ration ohne Abnahme der
Futteraufnahme toleriert. Milchfett- und Milchproteingehalte nahmen mit steigendem Anteil an

Hanfkuchen in der Ration ab (Karlsson et al. 2010).

Bei Lammern wurde die Futteraufnahme und die Nahrstoffverdaulichkeit bei Verwendung von
bis zu 20 % Hanfmehl in der Ration nicht beeinflusst (Mustafa et al. 1999). Auch knapp 22 %
Hanfkuchen in der Ration von Lammern hatte keinen Einfluss auf die Wachstumsleistung und

Futterverwertung im Vergleich zur Kontrollration (Karlsson und Martinsson 2011).

2.2.3.3 Hanfol

Bei Legehennen hatte der Einsatz von bis zu 12 % Hanfdl in der Ration keinen negativen Effekt
auf die Eiqualitat und die Tierleistung (Neijat et al. 2014, Park et al. 2014, Gakhar et al. 2012,
Goldberg et al. 2012). Der Einsatz von bis zu 8 % Hanfél in der Ration von Legehennen und
bis zu 6 % bei Broilern fuhrte im Vergleich zur Kontrollgruppe zu keinen signifikanten
Unterschieden bei der Eiproduktion, der Zunahme, Futteraufnahme und Futterverwertung. Es
wurden Verschiebungen im Fettsduremuster des Eigelbs (Legehennen) bzw. des Fleisches
(Broiler) beschrieben (Jing et al. 2017).

10
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Bei Schweinen ist durch den Einsatz einer unbekannten Menge von Hanfdl in der Ration kein
negativer Einfluss auf die Wachstumsleistung und den Schlachtkérper der Tiere sowie den
pH-Wert und das Wasserbindungsvermogen des Fleisches aufgetreten. Ein Einfluss auf das
Fettsduremuster des Rickenfettes, des Plasmas, des Fleisches und der Leber durch die

Verwendung von Hanfol konnte gezeigt werden (Mourot und Guillevic 2015).

2.2.3.4 Gesamtpflanze und Hanfblatter, weitere hanfbasierte Futtermittel
Zur Verfitterung der Gesamtpflanze oder von anderen Pflanzenteilen als den Samen und
daraus gewonnenen Futtermitteln liegen derzeit keine Daten vor. Es liegen jedoch
anekdotische Evidenzen vor. Es wird berichtet, dass in Hanfanbaugebieten vor allem die
Blatter an Kiihe und Schweine verfittert werden (Carus et al. 2008). In Pressemitteilungen aus
der Schweiz berichten Bauern, dass sie Hanf frisch oder in getrockneter Form an Kiihe und
Schweine verflttern wirden (20 Minuten 2006, Blick 2009, Sudkurier 2009). Einsatzmengen
sind den Artikeln nicht zu entnehmen. Von der Verwendung von Hanfblattern und Hanfstroh
als Einstreu wird in einer Ubersichtsarbeit berichtet, wobei die Moglichkeit der oralen
Aufnahme durch die Tiere erwahnt wird (Crini et al. 2020). Nebenprodukte der Hanfsamen-
und Hanffaserproduktion, wie beispielsweise Hanfblatter oder Griunfutter, werden als

potentielle Futtermittel fir die Rinderfitterung genannt (Kleinhenz et al. 2020a).

2.2.3.5 Hanffaser und Hanfschaben
Hanffasern und Hanfschaben [Bast- bzw. Holzanteil des Hanfstangels] werden weder als
Lebens- noch als Futtermittel verwendet (EFSA 2015). Die Schaben finden jedoch aufgrund
ihres sehr hohen Wasseraufnahmevermoégens Anwendung als Einstreu fiir Pferde und andere
Tiere, wie Heimtiere und Gefligel (Crini et al. 2020, EIHA 2013, Carus et al. 2008).

2.2.4 Einsatz von Futtermitteln aus Hanf bei Heimtieren

Analog zur zunehmenden Verwendung von Hanfprodukten beim Menschen (Lachenmeier et
al. 2021), nimmt die Vermarktung von Hanfprodukten, insbesondere von Hanfdlen und
-extrakten, zur Verwendung im Kleintierbereich in den letzten Jahren zu (Kogan et al. 2019).
Daneben sind auch Hundeleckerlis mit Hanfblattern, Hanfol, Hanfsamen und/oder
Hanfsamenpresskuchen, weiterhin Hanfschrot mit und ohne Hanfblattpulver sowie
Futterhanfsamen fir Haustiere im Handel erhaltlich. Haufig wird die Verwendung der Produkte
damit beworben, vorteilhafte Effekte auf die Haut und das Fell zu haben, gegen Stress- und
Unruhezustande zu wirken sowie das Immunsystem zu stimulieren. Es wird aber auch gezielt
der therapeutische Einsatz bei Krankheiten, wie beispielsweise bei chronischen Schmerzen,
Entzindungen, Angst- und Panikzustanden, Appetitlosigkeit, Storungen  der
Bewegungskoordination und Epilepsie ausgelobt. Diese Wirkungen werden insbesondere bei

mit CBD angereicherten Produkten propagiert (eigene Internetrecherche bei einschlagigen
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Onlineshops). Unklar ist, wie diese Aussagen zustande kamen, da wissenschaftliche Studien
Uber Wirkungen von Hanffuttermitteln auf Haustiere in der Literatur nicht vorhanden sind.
Vorhandene Studien beschaftigen sich mit der Wirkung von medizinischen Praparaten bzw.
einzelnen Cannabinoiden, mit Augenmerk auf toxikokinetische Fragestellungen sowie
unerwlnschten Wirkungen auf die Tiere. Bisher wurde die Wirkung CBD-haltiger Praparate
zur Therapie von Epilepsie (McGrath et al. 2019) und gegen Schmerzen durch Osteoarthritis
(Gamble et al. 2018) belegt. Analysen von Hanfprodukten aus dem Lebensmittelbereich
zeigen, dass diese haufig hohe Gehalte an A%-THC und/oder CBD enthielten (Lachenmeier et
al. 2021, BfR 2018). Unerwiinschte Effekte nach der Aufnahme von Hanfextrakten sind
vermutlich auf A%>-THC zurlckzufiihren, welches gemeinsam mit CBD im Herstellungsprozess
extrahiert wurde (Lachenmeier et al. 2021). Neben Hanfprodukten, die speziell fir Haustiere
angeboten werden, werden auch Produkte aus dem Humanbereich bei diesen eingesetzt. Die
Besitzer versprechen sich davon vornehmlich Schmerzlinderung sowie eine Verminderung
von Entziindungen und Angsten bei ihren Tieren. Von unerwiinschten Wirkungen der
Produkte, wie Mdudigkeit, Appetitsteigerung, trockenem Maul bzw. vermehrter
Wasseraufnahme und mentalen Beeintrachtigungen (Kogan et al. 2019) sowie Hyperasthesie,
propriozeptiven Defiziten, Speicheln, Inkontinenz und Erbrechen (Chicoine et al. 2020b) wird
berichtet. Die Pharmakokinetik von CBD und das Auftreten unerwlinschter Effekte
unterscheidet sich bei Hunden und Katzen (Deabold et al. 2019). In Hanfprodukten, welche
explizit zur Verwendung bei Haustieren vertrieben werden, wurden neben CBD und A°-THC
auch Pflanzenschutzmittel und Schwermetalle nachgewiesen. Bemerkenswert ist, dass die
ausgelobten CBD-Gehalte der Produkte sich nicht in den analytischen Gehalten
widerspiegelten. Zudem fielen irrefiihrende Hinweise auf den Produktlabeln auf (Chicoine et
al. 2020a).

2.3 Wirkungsweise und Toxikokinetik der Cannabinoide

2.3.1 Das Endocannabinoidsystem

Cannabinoide wirken auf das Endocannabinoidsystem. Dieses besteht aus endogenen
Cannabinoiden, Cannabinoidrezeptoren und den Enzymen, welche fiir die Synthese und den
Abbau der Endocannabinoide zustandig sind (Mackie 2008). Endocannabinoide sind
korpereigene Derivate der Arachidonsdure, welche Uber Cannabinoid-Rezeptoren an der
Regulation vieler physiologischer Reaktionen beteiligt sind. Sie werden durch Lipasen aus
Membranlipiden freigesetzt (Ammon et al. 2010). Bisher wurden zwei verschiedene
Cannabinoid-Rezeptortypen identifiziert, welche zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
gehdren (Munro et al. 1993, Matsuda et al. 1990). Der Cannabinoidrezeptor 1 (CBy) ist

hauptsachlich im zentralen Nervensystem (Gehirn, Kleinhirn) zu finden. In geringerem Umfang
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wird der Rezeptor auch in peripheren Geweben ausgebildet. Der Cannabinoidrezeptor 2 (CB>)
tritt dagegen hauptsachlich in Geweben auf, die mit dem Immunsystem assoziiert sind. Im
Gehirn tritt CB;2 nicht auf, in anderen peripheren Geweben nur in geringem Umfang (Galiégue
et al. 1995). Das Vorhandensein weiterer Cannabinoid-Rezeptortypen wird diskutiert (Begg et
al. 2005). Neben den vom Korper selbst produzierten Endocannabinoiden wirken auch
Phytocannabinoide — natirliche Terpenphenolverbindungen, die von C. sativa ausgebildet

werden — auf das Endocannabinoidsystem (Russo und Guy 2006).

2.3.2 Toxikokinetik von A%-Tetrahydrocannabinol

Die Pharmakokinetik bzw. Toxikokinetik der verschiedenen Cannabinoide ist Gegenstand
zahlreicher Ubersichtsarbeiten (u. a. Huestis 2007, Grotenhermen 2003b, Agurell et al. 1986).
Aufgrund der besonderen toxikologischen Bedeutung von A°-Tetrahydrocannabinol fiir die
vorliegende Arbeit, wird lediglich fiir diese Substanz eine Betrachtung der Toxikokinetik

vorgenommen.

2.3.2.1 Physikalisch-chemische Eigenschaften

Delta-9-Tetrahydrocannabinol (A%-THC) tritt in Form von braunem, amorphem, halbfestem
viskdsem Ol oder als solider goldgelber Feststoff auf. Seine CAS-Nummer lautet 1972-08-3,
die systematische Bezeichnung nach IUPAC lautet (-)-(6aR,10aR)-6,6,9-trimethyl-3-pentyl-
6a,7,8,10a-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-1-ol und es tragt die Summenformel Cz1H3002.
Delta-9-Tetrahydrocannabinol weist ein Molekulargewicht von 314,47 g/mol auf und ist mit
2800 mg/l (23 °C) nur gering in Wasser loslich. Die Léslichkeit in organischen Losungsmitteln
ist hoch (Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient: log Kow= 6,97). Der Siedepunkt von A%>-THC
betragt 200 °C bei 0,02mmHG und der pKa-Wert betragt 10,6 (PubChem).
Tetrahydrocannabinol kommt in Form verschiedener Stereoisomere vor, wovon nur das
(-)-trans-A°-THC in der Hanfpflanze vorkommt (EFSA 2015, EMCDDA 2017).

2.3.2.2 Absorption
Delta-9-Tetrahydrocannabinol kann Uber verschiedene Expositionsrouten aufgenommen
werden. Neben der inhalativen Absorption Uber das Rauchen, welche die bevorzugte
Aufnahmeform beim Drogenkonsum darstellt, ist auch die Absorption von A®-THC nach
oromukosaler, rektaler, opthalmischer, transkutaner, intravendéser und oraler Exposition
bekannt (Huestis 2007, Grotenhermen 2003b). Angesichts der Fragestellung des Transfers
der Substanz aus dem Futter in die Milch wird im Folgenden die Absorption nach oraler

Aufnahme beim Menschen im Detail betrachtet.

Trotz hoher gastrointestinaler Absorption (94-97 %) von A%-THC wurde in mehreren Studien
mit 2-20 % eine geringe Bioverfugbarkeit nach oraler Aufnahme ermittelt, welche auf einen

ausgepragten First-Pass-Effekt der Substanz in der Leber zuriickzufhren ist (Wall et al. 1983,
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Sporkert et al. 1982 (Poster, zitiert nach Grotenhermen 2003b), Hunt und Jones 1980, Ohlsson
et al. 1980). Im Vergleich zur intravendsen Gabe waren die Gehalte des A°>-THC Metaboliten
11-hydroxy-A°-Tetrahydrocannabinol (11-OH-THC) im Plasma der Probanden erhoht und das
Verhaltnis von 11-OH-THC zu A%-THC mit 0,5-1:1 statt 1:10-20 verandert (Wall et al. 1983).
Aufgrund der Instabilitdt von A®-THC in sauren Losungen wird zudem vermutet, dass die
Substanz im sauren Milieu des Magens in signifikantem MalRe abgebaut wird. Dies kénne
einen weiteren moéglichen Grund fiir die geringe bzw. schwankende Bioverfiigbarkeit von
A°-THC darstellen (Agurell et al. 1986, Garrett und Hunt 1974). Die Geschwindigkeit und das
Ausmal der Absorption von A%-THC nach oraler Aufnahme hangt zudem stark vom Tragerstoff
ab. Beim Vergleich von funf verschiedenen Tragersubstanzen erreichte Natriumglykocholat
die hdchste Absorptionsgeschwindigkeit und die hdchsten Plasmalevel beim Menschen. In
absteigender Reihenfolge folgten Sesamdl, Tween 80, Ethanol und eine Kombination aus
Natriumglykocholat und Ethanol. Bei Verwendung des gleichen Tragerstoffs zeigten sich
zudem starke interindividuelle Unterschiede bei den Probanden in Bezug auf die

Absorptionsrate (Perez-Reyes et al. 1973b).

Im Vergleich zur intravendsen oder inhalativen Aufnahme erfolgt die Absorption nach oraler
Aufnahme von AS-THC langsamer und ungleichmaBiger. Die Plasmalevel fielen geringer und
ungleichmafiger aus und Kklinische Symptome (gerdtete Konjunktiven, Tachykardie,
,high“-Gefuhl) setzen nach oraler Aufnahme der Substanz spater ein und dauerten langer an.
Zeitgleich traten die klinischen Symptome bereits bei geringeren Plasmaleveln auf als bei den
anderen beiden Expositionswegen (Ohlsson et al. 1980). Orale Gaben von A°-THC fiihren
beim Menschen innerhalb von 1-2 Stunden (Range: 0,66—8,26 h) zum Konzentrationspeak im
Plasma (Timpone et al. 1997, Ohlsson et al. 1980). Auch spatere bzw. zweiphasige A°-THC-

Plasmapeaks wurden in Studien beobachtet (Grotenhermen 2003b).

2.3.2.3 Distribution

Im Blut verteilt sich das aufgenommene A®-THC zu 91 % im Plasma und 9 % binden an die
roten Blutkdrperchen (Widman et al. 1974). Im Plasma bindet A®-THC aufgrund seiner
lipophilen Eigenschaften zu 94—99 % an Plasmaproteine — hauptsachlich an Lipoproteine und
in geringerem Umfang an Albumin (Fehr und Kalant 1974, Widmann et al. 1974, Wahlqvist et
al. 1970). Die Verteilung im Gewebe erfolgt auf Grundlage der physikochemischen
Eigenschaften der Substanz; aktive Transportprozesse oder spezifische Barrieren sind nicht
bekannt (Leuschner et al. 1986). Nach Absorption gelangt A°-THC schnell in stark durchblutete
Organe bzw. Gewebe, wodurch die Plasmakonzentration der Substanz schnell abfallt
(Leuschner et al. 1986, Ho et al. 1970).
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Die Konzentration von A°-THC ist im Fettgewebe circa 1000x und im Gehirn circa 3—10x héher
als im Plasma. Die geringen A°-THC-Gehalte im Gehirn beruhen auf der guten Durchblutung
des Organs, wodurch die Substanz schnell ins Gehirn hinein und wieder herausgelangt
(Chiang und Rapaka 1987). Aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften akkumuliert A°>-THC im
Fettgewebe (Chicoine et al. 2020b, Johansson et al. 1989, Leuschner et al. 1986, Kreuz und
Axelrod 1973, Agurell et al. 1970), welches als der Haupt-Langzeitspeicher im Organismus
angesehen wird (Grotenhermen 2003a). Auch Wochen nach der letzten Exposition war die
Substanz noch im Fett nachweisbar (Johansson et al. 1989, Kreuz und Axelrod 1973). Eine
Remobilisation von A%-THC aus dem Fettgewebe ins Blut erfolgt unter normalen Umstanden
via passiver Diffussion bzw. verstarkt durch hormonelle Einflisse oder in Folge von
Hungerphasen (Gunasekaran et al. 2009). Auch A°-THC-Metaboliten (Kreuz und Axelrod
1973) und Fettsdurekonjugate des A°-THC-Metaboliten 11-OH-THC (Leighty et al. 1976)

konnten im Fettgewebe nachgewiesen werden.

2.3.2.4 Metabolismus

Der Metabolismus von A°-THC erfolgt vornehmlich in den Mikrosomen der Leber durch
Enzyme der Cytochrom P450-Familie. Als primares Produkt des Leberstoffwechsels wird das
ebenfalls psychoaktiv wirksame 11-hydroxy-A°-Tetrahydrocannabinol (11-OH-THC) gebildet.
Die Bildung weiterer Metaboliten ist bekannt, findet jedoch in wesentlich geringerem Umfang
statt (Matsunaga et al. 1995, Bornheim et al. 1992, Narimatsu et al. 1992). Das
Metabolisierungsmuster ist abhangig von der Spezies: Bei Ratten, Kaninchen und
Wistenrennmausen betragt der relative Anteil von 11-OH-THC an den Gesamtmetaboliten
88-98 %, bei Mausen und Meerschweinchen 60 bzw. 42 %. Katzen und Hamster bilden kaum
11-OH-THC, sondern andere Metaboliten (Harvey und Brown 1991). Beim Menschen ist
hauptsachlich das Enzym CYP2C verantwortlich fiir die Hydroxylierung von AS-THC zu
11-OH-THC (Watanabe et al. 1995). Nach oraler Aufnahme von synthetischem A°-THC
erreichte der Metabolit 11-OH-THC beim Menschen nach 0,49-8,00 h (Median: 2,07 h) sein
Konzentrationspeak im Plasma (Timpone et al. 1997). Die Expositionsroute beeinflusst das
Verhaltnis von 11-OH-THC und A°-THC im Plasma. Nach intravendser Verabreichung betrug
das Verhaltnis 1:10-20, nach oraler Verabreichung 0,5-1:1 (Wall et al. 1983).

Auch andere Organe, wie die Milz und das Blut (Christensen et al. 1971), die Lunge (Widman
et al. 1975, Nakazawa und Costa 1971), sowie das Gehirn (Watanabe et al. 1988) sind in der
Lage A°-THC zu metabolisieren. Die Metabolisierung findet jedoch in weitaus geringerem

Umfang und Uber andere Stoffwechselwege als in der Leber statt.

Eine weitere, nicht-mikrosomale Oxidation von 11-OH-THC durch die Leber-Alkohol-

Dehydrogenase fuhrt zur Bildung des psychoinaktiven Haupt-Endmetaboliten 11-nor-9-
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carboxy-A°%-THC (THC-COOH) (Huestis 2007, Wall et al. 1983, Wall und Perez-Reyes 1981).
Dieser kann in einem weiteren Metabolisierungsschritt an Glucuronsaure konjugiert werden.
Weitere Konjugationsformen sind bekannt, treten jedoch seltener auf (Huestis 2007). Beim
Menschen war nach oraler Verabreichung von A%-THC der inaktive Metabolit THC-COOH in
hoheren Konzentrationen als 11-OH-THC im Plasma nachweisbar. Konjugierte Formen von

A®-THC waren im Plasma nur in geringem Umfang nachweisbar (Wall et al. 1983).

2.3.2.5 Exkretion
Aufgrund der langsamen Rediffusion von A°-THC aus dem Fettgewebe und anderen Organen
bzw. Geweben ins Blut (Leuschner et al. 1986) sowie dem enterohepatischen Recycling der

Metaboliten (Agurell et al. 1986) erfolgt die Elimination der Substanz nur langsam. Beim

Menschen erfolgt die Exkretion von A%-THC in Form von Metaboliten zu etwa 2/3 mit dem Kot

und zu etwa 1/3 mit dem Urin. Geringe Mengen A®-THC sind im Kot nachweisbar und stellen

vermutlich ein Hydrolyseprodukt des mit der Galle ausgeschiedenen Glucuronids dar (Agurell
et al. 1986). Die Exkretion von A°-THC Uber den Urin erfolgt (iber saure nichtkonjugierte und
konjugierte Metaboliten. Der Hauptmetabolit Gber diesen Exkretionsweg ist THC-COOH. Im
Kot liegen die Metaboliten hauptsachlich in unkonjugierter Form vor; die Konzentration von
11-OH-THC ist im Vergleich zu den anderen Metaboliten hoch. Die kumulative Exkretion von
A®-THC Uber 72 Stunden nach oraler Aufnahme betragt Giber den Urin 13—-17 % und Uber den
Kot 48-53 %. Nach inhalativer Aufnahme ist die Exkretion Gber den Kot mit 25-30 % geringer.
Die Halbwertszeit wird, unabhangig von der Expositionsroute, mit 25—36 Stunden angegeben
(Wall et al. 1983). In einer Untersuchung an Kaninchen werden mit 30-66 Stunden nach
einmaliger intravendser Exposition sowie mit 75 bzw. 83 Stunden nach 8 bzw. 22-tagiger
Exposition deutlich langere terminale Halbwertszeiten angegeben. Dies liegt, den Autoren
zufolge, vermutlich an einer Unterschatzung der Halbwertzeit in friheren Studien durch zu

kurze Beobachtungszeitraume (Leuschner et al. 1986).

Die Exkretion von A°-THC und seiner Metaboliten Giber die Milch wird aufgrund der besonderen

Bedeutung fir die vorliegende Arbeit gesondert beschrieben (siehe Kapitel 2.4.1).
2.3.3 Toxikologie von A°-THC

2.3.3.1 Akute Toxizitat
Delta-9-THC wirkt als partieller Agonist am CB4 und CB: (Pertwee 2008). Die akute Toxizitat
von A°-THC beim Tier ist abhangig von der Spezies, dem Tierstamm und dem Geschlecht.
Wahrend Gaben von 66—-3000 mg A®-THC/kg Korpergewicht (KGW) bei Hunden bzw. 131-
9000 mg AS-THC/kg KGW bei Affen nicht letal waren, lag die mittlere letale Dosis (LDso) bei

Ratten in Abhangigkeit von Stamm, Geschlecht und Tragersubstanz (Sesamdl, Alkohol,
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Gemisch der beiden) in einer Studie zwischen 800 und 1910 mg A°-THC/kg KGW. Weibliche
Ratten waren empfindlicher. Die nach Gabe von A°-THC beobachteten Symptome
unterschieden sich teilweise bei den Tierarten: Hunde zeigten Schlafrigkeit, Ataxie,
Prostration, Anasthesie, Tremor, leichte Hypothermie, Salivation, Vomitus und Anorexie. Bei
Affen konnten — nach anfanglicher Hyperreaktivitat auf Reize — Lethargie, Schlafrigkeit,
charakteristische zusammengedrickte Haltung, langsame Bewegungen, abnormale
Fressvorgange und Sedierung beobachtet werden. Bei Ratten fiihrte die Verabreichung der
Substanz zu schwerer Hypothermie, Bradypnoe, schnellem Gewichtsverlust, Inaktivitat,
weitem Stand, Ataxie, Tremor und Prostration (Thompson et al. 1973a). In einer weiteren
Studie lag die LDso nach intragastraler Verabreichung von A°-THC fiir Ratten bei 666 mg/kg
und fir Mause bei 482 mg/kg KGW. Intravendse bzw. intraperitoneale Applikationen flhrten
zu deutlich geringeren LDso-Werten. Symptomatisch fielen die Tiere durch Ataxie,
Ubererregbarkeit, Depression, Verlust der Stellreflexe, Tremor, Diarrhoe, Lacrimation und zur

Apnoe fortschreitende Dyspnoe auf (Phillips et al. 1971).

2.3.3.2 Subchronische und chronische Toxizitat

Die orale Verabreichung von A°-THC an Ratten in einer Dosierung von 50, 250, 400 und
500 mg/kg KGW uber 119 Tage fuhrte, nach anfanglicher Depression mit Inaktivitat,
langsamen Bewegungen und weitem Stand, zu Hyperaktivitat, Reizbarkeit und Aggressivitat.
Dosisabhangig zeigten sich Hypothermie, Bradypnoe, verringertes Wachstum bei erhohter
Futteraufnahme, Krampfe sowie eine Abnahme der absoluten und relativen Organgewichte
(Prostata, Uterus, Milz). Delta-9-THC-assoziierte Todesfélle traten ab einer Dosierung von
400 mg/kg KGW auf (Thompson et al. 1973b).

Im Rahmen umfangreicher Studien des US-amerikanischen National Toxicology Program
wurde die Toxikologie von A®-THC bei Ratten und Mausen untersucht (NTP 1996). Orale
Gaben von 0, 5, 15, 50, 150 oder 500 mg A%-THC/kg KGW an fiinf Tagen pro Woche Uber
13 Wochen fiihrten bei Ratten zu einer Mortalitat von 60 % in der hdochsten Dosierungsstufe
sowie von 10 bzw. 5 % in den Dosierungsstufen 50 und 15 mg A%-THC/kg KGW. In den
Dosierungsstufen 5 und 150 mg A%-THC/kg KGW wurden keine Todesfélle verzeichnet. In
einer analog aufgebauten Studie Uber 13 Wochen mit anschlieRender 9-wochiger
Erholungsphase betrug die Mortalitat bei den Ratten in den Dosierungsstufen 500, 150 und
50 mg AS-THC/kg KGW 55, 15 bzw. 5 %; bei geringeren Dosierungsstufen kam es zu keinen
Todesfallen. Bei Mausen traten bei keiner der Versuchsanordnungen durch A°-THC-Gabe
bedingte Todesfalle auf. Bei Ratten flihrte die Verabreichung von mindestens 15 mg
A°-THC/kg KGW zu signifikant geringeren Zunahmen und finalen Kérpergewichten. Zudem
wurden im Rahmen der Studie aggressives Verhalten, Lethargie, Beriihrungsempfindlichkeit,

Diarrhoe, Konvulsionen und Tremor bei den Tieren beobachtet. Auf Dehydratation
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hinweisende Veranderungen des Blutbildes (Erythrozytenzahl, Hamatokrit und Hamoglobin
erhdht im Vergleich zur Kontrolle) traten bei weiblichen Ratten in der hdchsten
Dosierungsstufe auf. Bereits in geringeren Dosierungsstufen konnten eine Abnahme des
Uterusgewichts, Hypoplasie von Uterus und Ovarien sowie eine Verlangerung der
Ostrusdauer beobachtet werden. Bei den mannlichen Ratten kam es unter AS-THC-
Verabreichung zur Abnahme des Nebenhodengewichts, zur Zunahme der Anzahl abnormaler
Spermien sowie zur Hodenatrophie. Bei Mausen fiihrte die Verabreichung von A°-THC zu
keiner signifikanten Beeinflussung der Futteraufnahme. Die Tiere zeigten aggressives
Verhalten, waren lethargisch und schreckhaft. Einige Mause zeigten Atemnot und Krampfe.
Analog zu den Ratten traten bei Mausen beiderlei Geschlechts Veranderungen des Blutbildes
auf. Es konnte weiterhin eine Zunahme der Ostrusdauer, des Uterusgewichts und eine

Abnahme der Spermienkonzentration beobachtet werden (NTP 1996).

In einer Studie zur Ermittlung der chronischen Toxizitdt von oral verabreichtem A°-THC
erhielten Ratten iber zwei Jahre 0, 12,5, 25 oder 50 mg A%>-THC/kg KGW; Mause 0, 125, 250
oder 500 mg A%-THC/kg KGW (NTP 1996). Ratten, die A>-THC erhielten, zeigten geringe
mittlere Korpergewichte bei ahnlicher Futteraufnahme im Vergleich zur Kontrollgruppe. Es
traten Krampfe und Anféalle auf. Auch wurden Veranderungen der Organgewichte (erhdhte
relative Gehirn-, Nebennieren-, Thymus- und Lebergewichte) im Vergleich zur Kontrollgruppe
registriert. Bei weiblichen Ratten fielen nach 15 Monaten AS-THC-Gabe erhohte
Leukozythenzahlen in den beiden hdchsten Dosierungsstufen sowie erhdhte
Lymphozythenzahlen ab einer Dosierung von 12,5 mg/kg KGW im Vergleich zur
Kontrollgruppe auf. Bei den mannlichen Ratten waren nach 15 Monaten in allen A°-THC-
Dosierungsstufen die Konzentrationen der Hormone FSH (follikelstimulierendes Hormon)
sowie LH (luteinisierendes Hormon) erhoht. Bei Mausen, die A°-THC erhielten, waren die
mittleren Koérpergewichte bei ahnlicher Futteraufnahme ebenfalls geringer als in der
Kontrollgruppe und es traten Hyperaktivitat, Krampfe und Anfalle auf. Mannliche Mause aller
A®-THC-Dosierungsstufen fielen nach 15 Monaten durch geringere Leuko- und
Lymphozythenzahlen auf (NTP 1996).

2.3.3.3 Reproduktionstoxizitat
Reproduktionstoxikologische Studien mit synthetischem AS-THC (Dronabinol) an Mausen
(Dosierung: 15-450 mg/m? Korperoberflache) und Ratten (74—295 mg/m? Koérperoberflache)
lieferten keine Hinweise auf ein teratogenes Potenzial von A°-THC. Die Verabreichung von
Dronabinol flihrte jedoch dosisabhangig zu einer verringerten Gewichtszunahme der
Muttertiere und bei den Nachkommen zu einer Verringerung der Anzahl lebensfahiger
Jungtiere, einer erhohten Mortalitat sowie frilhen Resorptionen der Frichte (NDA 2004).

Weiterhin wurden unter A°>-THC-Gabe Veranderungen der absoluten und relativen Gewichte
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der Reproduktionsorgane, Verlangerung der Ostrusdauer, Veranderungen im Spermiogramm
sowie Abweichungen der Konzentrationen von FSH und LH beobachtet. Die Ergebnisse legen
einen negativen Einfluss von A%-THC auf die Reproduktionsfahigkeit nahe (NTP 1996,
Thompson et al. 1973b).

2.3.3.4 Immuntoxizitat
Delta-9-THC st in der Lage Zellen des Immunsystems zu beeinflussen. So wurde eine
Induktion der Apoptose in Zellkulturen dendritischer Zellen (Do et al. 2004), eine
Beeintrachtigung der Immunabwehr gegeniber Influenzaviren bei Mausen durch die
Suppression myeloider Zellen (Karmaus et al. 2013) sowie Thymusatrophie mit postnataler
T-Zell-Dysfunktion bei Mausefeten (Lombard et al. 2011) nach Gabe von A°-THC beobachtet.
Bei Mausen flihrte die Verabreichung der Substanz zur reduzierten Produktion der Zytokine
IL-2 und IFNy, einer Aktivitatsabnahme bei natirlichen Killerzellen sowie Verschiebungen der

Zahlen von B- und T-Lymphozyten (Massi et al. 1998).

2.3.3.5 Neurotoxizitat
Delta-9-THC ruft Effekte auf das Verhalten und die Kognition hervor, die auch im Rahmen
einer Psychose auftreten (Morrison et al. 2009, D'Souza et al. 2004). Selbst einmalige Gaben
einer sehr geringen A°-THC-Dosis (0,001 bzw. 0,02 mg/kg KGW) fiihrten bei Mausen zu
langanhaltenden kognitiven Defiziten in den Bereichen Lernen und Erinnern (Amal et al. 2010,
Senn et al. 2008, Tselnicker et al. 2007). Zudem flihrte die wiederholte Gabe von A°-THC bei
Mausen zu Veranderungen im Sozialverhalten (Long et al. 2013). Bei peripartaler wiederholter
Gabe von A®-THC an tragende Ratten zeigten die Nachkommen bis ins Erwachsenenalter
hinein Defizite im Lernen und bei der sozialen Wiedererkennung (Campolongo et al. 2007).
Zudem konnte gesteigertes Angstverhalten bei peripartal exponierten adulten Ratten
beobachtet werden (Newsom und Kelly 2008). Bei Ratten zeigten sich Jungtiere empfindlicher
als erwachsene Tiere gegenlber wiederholten Injektionen von A°-THC in Bezug auf Effekte
auf das Lernverhalten (Harte und Dow-Edwards 2010). Auch neurotoxische Effekte waren bei

Jungtieren ausgepragter (Downer et al. 2007).

2.3.3.6 Kanzerogenitat und Genotoxizitat
In-vitro-Versuche mit A°>-THC an Zellen der Wandermuschel (Dreissena polymorpha) (Parolini
und Binelli 2014) sowie an menschlichen Hepatom-Zellen der Linie HepG2 (Koller et al. 2013)

weisen auf ein DNS-schadigendes Potential der Substanz hin.

Andere Untersuchungen liefern dagegen wenig Ergebnisse, die ein genotoxisches Potential
von A°-THC belegen: In Studien an Salmonella typhimurium wirkte A°~-THC nicht mutagen. In
Ovarialzellen des chinesischen Hamsters induzierte A>-THC in Anwesenheit der S9-Fraktion

Schwesterchromatidaustausche, jedoch nur in der h6chsten Dosierungsstufe (12,5 pg/ml). Ab
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einer Dosierung von 10 ug/ml filhrte A®-THC zu verlangsamten Zellzyklen.
Chromosomenabberationen wurden nicht beobachtet. Bei chronischer Verabreichung
(5 Tage/Woche) von bis zu 50 bzw. 500 mg A°-THC an Ratten und M&ause konnte keine
Zunahme von malignen Tumoren der mononuklearen Zellen, der Lunge, des Gehirns und
weiterer Organe (Pankreas, Hypophyse, Hoden, Uterus, Milchdriise) beobachtet werden. Bei
Mausen fiel in der 125 mg A%-THC/kg KGW-Gruppe eine marginal erhohte Inzidenz fir
Follikelzelladenome auf, welche jedoch in hoheren Dosierungsstufen fehlte. Weitere Organe

(Leber, Vormagen, Harntrakt) zeigten keine A°-THC-bedingten malignen Tumore (NTP 1996).

2.3.3.7 Toleranz
Die Entwicklung einer Toleranz gegenuber vielen pharmakologischen und Verhaltenseffekten
von AS-THC ist beschrieben: Bei Menschen wurde nach wiederholter kombinierter
intravendser, oraler und pulmonaler Verabreichung von A°-THC eine Reduktion der zunachst
erhohten Herzfrequenz, des ,High“-Empfindens sowie eine Erhéhung der anfangs
verminderten Fingerspitzentemperatur beobachtet (Hunt und Jones 1980). Eine weitere Studie
belegte fiir die wiederholte Gabe von A®-THC nach initialer Tachykardie zunachst eine
Normalisierung der Herzfrequenz und anschlieRend eine Bradykardie bei den Probanden.
Auch anfangliche negative Einflisse auf den Blutdruck und subjektiv wahrgenommene
Nebenwirkungen verschwanden innerhalb von 12 Tagen. Tachyphylaxie und Toleranz
schienen sich jedoch nicht in Bezug auf die appetitanregende Wirkung zu entwickeln (NDA
2004). Bei Tieren ist die Entwicklung einer Toleranz gegenlber den antinozizeptiven,
antikonvulsiven, kataleptischen, hypothermischen, hypotensiven, ataktischen (Adams und
Martin 1996) sowie gegeniliber neurologischen Effekten (Chicoine et al. 2020b) von A°-THC
beschrieben. Es wird eine funktionelle Toleranz gegeniber den Effekten von A°-THC vermutet
(Agurell et al. 1986, Hunt und Jones 1980). Ursachlich sei eine reversible Downregulation der

Cannabinoidrezeptoren (Adams und Martin 1996).
2.3.4 Wirkungen weiterer ausgewahlter Cannabinoide auf den Organismus

2.3.4.1 A:-THC
In der Pflanze liegt Tetrahydrocannabinol in Form von zwei Isomeren vor: A°>~-THC und A8-THC
(Hollister 1974). Im Gegensatz zu A>-THC kommt A8-THC aber nur in sehr geringeren Mengen
vor und tragt nicht signifikant zur Aktivitat des Pflanzenextraktes bei (I1zzo et al. 2009). Im
direkten Vergleich mit A°>-THC bewirkt A3-THC ein ahnliches Spektrum klinischer Effekte,

jedoch besitzt es beim Menschen nur circa 1/2 bis 2/3 seiner Potenz (Hollister und Gillespie

1973, Karniol und Carlini 1973a). Bei Ratten wirkte A8-THC ahnlich letal und flihrte zu dhnlich
starken Symptomen wie A®-THC. Bei Affen zeigten sich vergleichbare klinische Symptome

nach oraler Gabe der beiden Substanzen, wogegen die Gabe von A3-THC bei Hunden zu
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geringeren klinischen Symptomen als die Verabreichung von A%-THC fiihrte (Thompson et al.
1973b).

2.3.4.2 11-OH-THC

Das 11-Hydroxy-A°-Tetrahydrocannabinol (11-OH-THC) ist ein psychoaktiver Metabolit des
A®-THC (Hollister 1974, Lemberger et al. 1973, Perez-Reyes et al. 1972). Intravendse Gaben
von 3,5-5mg 11-OH-THC an Menschen fihrten zu einer Erhéhung der Pulsfrequenz,
konjunktivaler Rétung und weiteren typischen Effekten, die auch bei intravendser Gabe der
Ausgangsverbindung A%-THC auftraten. Die Wirkung von 11-OH-THC wird um circa 20 %
starker als die der Ausgangsverbindung beschrieben (Hollister 1974). Nach intravendser Gabe
von 1 mg 11-OH-THC war die Zeit bis zum Auftreten einer Tachykardie und des ,high“-Geflihls
kirzer und die Symptome starker als bei analoger Gabe von A®>-THC (Lemberger et al. 1973).
Andere Studien beobachteten dagegen eine etwa gleich starke (Perez-Reyes et al. 1973c,
Perez-Reyes et al. 1972) bzw. eine doppelt so hohe (Christensen et al. 1971) Wirkung von
11-OH-THC im Vergleich zu A%-THC.

2.3.4.3 THC-COOH

Das 11-nor-9-carboxy-A%-THC (THC-COOH) gilt als nicht-psychoaktiver Metabolit von A%>-THC.
Die intravendse Verabreichung von bis zu 20 mg THC-COOH an Menschen flihrte zu keinen
wahrnehmbaren physiologischen Effekten. Analgetische und antiinflammatorische Wirkungen
der Substanz werden diskutiert (Ujvary und Grotenhermen 2014). In einer weiteren Studie
traten nach intravenéser Verabreichung von 5 mg THC-COOH lediglich bei zwei von zehn
Probanden leichte, voribergehende Beschwerden (Schwitzen bzw. Kopfschmerzen und
leichte Ubelkeit) auf (Glaz-Sandberg et al. 2007). Die simultane Verabreichung von
THC-COOH und AS-THC beeinflusst die Wirkung von A°-THC: kataleptische Effekte von
A®-THC bei Mausen wurden durch vorherige Verabreichung des Metaboliten abgemildert,
wogegen eine alleinige orale Gabe von 40 mg THC-COOH/kg KGW zu keinen Veranderungen
bei den Tieren fuhrte (Burstein et al. 1987).

2.3.4.4 AS-THCA
Fir A®-Tetrahydrocannabinolsaure (A°-THCA) wird das Vorkommen zweier Isomere diskutiert:
A°-THCA-A und AS-THCA-B. Das AS-THCA-B wurde bisher nur in Haschisch-Proben
gefunden, die kaum oder kein A%-THCA-A enthielten und deren Gesamtgehalt an AS-THCA
unter 0,5 % lag. In spateren Studien konnte A°-THCA-B nicht nachgewiesen werden (Moreno-
Sanz 2016). Das A°-THCA gilt als psychoinaktiv (Rock et al. 2013, Grunfeld und Edery 1969).
Es bindet an die Cannabinoidrezeptoren CB:1 und CBy; mit hoéherer Affinitdt zu CB;
(Rosenthaler et al. 2014, Rock et al. 2013). Es wird angenommen, dass A®-THCA als Agonist

am CB1 wirkt und nur die peripheren, nicht jedoch die zentralen Rezeptoren, aktivieren kann
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(Moreno-Sanz 2016). Bei Ratten und Mausen reduzierten intraperitoneale Gaben von 0,05
und 0,5 mg A>-THCA/kg KGW die Effekte einer induzierten Ubelkeit. Zeitgleich traten keine
A°-THC-typischen Effekte wie Hypothermie und verringerte Lokomotion auf (Rock et al. 2013).
Delta-9-THCA-reicher Cannabis-Extrakt wirkt immunmodulatorisch und antiinflammatorisch
(Nallathambi et al. 2017, Verhoeckx et al. 2006); A°~-THCA in Reinform neuroprotektiv und
antineoplastisch (Nadal et al. 2017, De Petrocellis et al. 2012, Ligresti et al. 2006).

2.3.4.5 AS-THCV
Delta-9-Tetrahydrocannabivarin (A°-THCV) wirkt in vivo in geringer Dosis als Antagonist, bei
hoherer Dosierung als Agonist am CB1 (Pertwee 2008). Nach intravendser Verabreichung von
7 mg A%-THCV wurden beim Menschen ahnliche, wenngleich schwachere Effekte wie nach
A®-THC-Gabe beobachtet. Die Potenz der Verbindung wird auf 25 % der Potenz von A%-THC
geschatzt (Hollister 1974). Im Gegenzug flihrte die orale Gabe von 10 mg A°-THCV (ber finf
Tage zu keinen vom Placebo unterscheidbaren Effekten bei Menschen. Eine parallele
intravenése Verabreichung von 1mg A°-THC am flinften Versuchstag zeigte eine
Beeinflussung der A%-THC-Wirkung durch A%-THCV: die Versuchspersonen beschrieben die
AS-THC-Wirkung als schwacher, die Herzfrequenzsteigerung war geringer und verbale
Antworten erfolgten schneller als bei alleiniger A°-THC-Gabe. Zeitgleich waren
Gedachnisstorungen bei paralleler Gabe der Substanzen ausgepragter (Englund et al. 2016).
Weiterhin zeigte AS-THCV antagonistische Wirkung auf die antinociceptiven Effekte sowie die

Entwicklung einer Hypothermie nach Verabreichung von A%-THC (Pertwee et al. 2007).

2.3.4.6 CBD
Cannabidiol (CBD) antagonisiert Agonisten am CB1 und CB2, wenngleich es nur geringe
Affinitdt zu den Rezeptoren aufweist (McPartland et al. 2015, Pertwee 2008). Es ist nicht
psychoaktiv (1zzo et al. 2009, Dalton et al. 1976, Karniol et al. 1974, Perez-Reyes et al. 1973a).
Orale bzw. intravendse Gaben von 100 mg bzw. 30 mg CBD fuhrten beim Menschen zu keinen
klinischen Symptomen (Hollister 1973). Cannabidiol hat jedoch eine Vielzahl
pharmakologischer Wirkungen, welche Gber Wechselwirkungen mit anderen Rezeptortypen
entstehen (lzzo et al. 2009). Es wirkt unter anderem antipsychotisch, antikonvulsiv,
anxiolytisch, sedativ-hypnotisch, antiinflammatorisch und antiemetisch (McGuire et al. 2018,
Hill et al. 2012, Parker et al. 2002, Malfait et al. 2000, Formukong et al. 1998, Zuardi et al.
1993, Guimaraes et al. 1990, Carlini und Cunha 1981, Pickens 1981, Consroe und Wolkin
1977, Monti 1977, Izquierdo et al. 1973). Zudem beeinflusst es die Wirkung von A°-THC
(McPartland et al. 2015, Russo und Guy 2006, Zuardi und Karniol 1983, Hollister und Gillespie
1975, Davis und Borgen 1974, Karniol et al. 1974, Karniol und Carlini 1973b). Beim Menschen
bewirkten geringe Dosen CBD eine Verstarkung der Effekte von A°-THC, wogegen hohere
Dosen CBD zur Abschwachung dieser flihrten (Solowij et al. 2019). Die Gabe von CBD konnte
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das Entstehen von Angstzustanden verhindern, welche durch A%-THC-Gabe hervorgerufen
wurden, aber es hatte keinen Einfluss auf die durch A°-THC-Gabe ausgeltste
Pulsfrequenzerhéhung (Zuardi et al. 1982). Bei zeitgleicher inhalativer Aufnahme der beiden
Substanzen minderte CBD die durch AS-THC hervorgerufene Euphorie bei den
Versuchspersonen (Dalton et al. 1976). Bei Ratten verlangerte die kombinierte Gabe von CBD
und A°-THC die Bewegungsdepression und verstarkte die Abnahme der Futter- und
Wasseraufnahme sowie der Kérpertemperatur im Vergleich zur alleinigen A%>-THC-Gabe. Die
alleinige Verabreichung von CBD bewirkte dagegen keine Abnahme bei den aufgefiihrten

Parametern (Fernandes et al. 1974).

2.3.4.7 CBN

Cannabinol (CBN) gilt als schwacher partialer Agonist am CB4und CB; (Pertwee 2008), wobei
fur die Interaktion mit CB; widersprichliche Studien vorliegen (Turner et al. 2017). Nach
intravendser Gabe erreichte CBN etwa 10 %ige Aktivitat im Vergleich zu A%-THC (Izzo et al.
2009). Orale Gaben von bis zu 400 mg CBN flihrten beim Menschen zu keinen
charakteristischen psychischen oder physischen A°-THC-Effekten (Hollister 1973). CBN ist in
der Lage ein THC-artiges ,high“-Geflhl auszulésen, wenngleich die dafir notwendige
intravendse Dosis mit 270 ug/kg KGW ein Vielfaches der A°-THC-Dosis betragt (Perez-Reyes
et al. 1973a).

2.3.4.8 CBDV
Cannabidivarin (CBDV) zeigt in Knochenmarkzellen eine Wechselwirkung mit dem CB,,
welche zur Aktivierung ruhender mesenchymaler Stammzellen flhrt (Scutt und Williamson
2007). Zudem inhibiert die Substanz das Leberenzym CYP2D6, welches am Metabolismus
verschiedener Medikamente beteiligt ist (Yamaori et al. 2011). Bei Ratten und Mausen senkten
intraperitoneale Gaben von bis zu 200 mg CBDV/kg KGW die Starke und Haufigkeit der
Krampfneigung nach Krampfinduktion. Die orale Verabreichung von 400 mg CBDV/kg KGW
an Ratten reduzierte ebenfalls signifikant die Krampfneigung nach Krampfinduktion, bei
zeitgleicher Abwesenheit typischer unerwinschter Arzneimittelwirkungen antiepileptischer
Medikamente auf die Motorik (Hill et al. 2012). Es wird vermutet, dass CBDV Uber
Wechselwirkungen mit GABAa-Rezeptoren eine entscheidende Rolle bei der Behandlung der

therapieresistenten Epilepsie spielen kann (Morano et al. 2016).

2.3.5 Toxikologie von Cannabinoiden beim Wiederkauer

Bei der versehentlichen Verfutterung von getrockneten Marihuanablattern (geschatzt 27,5 kg)
starben vier von finf Rindern. Zwanzig Stunden nach der Aufnahme zeigten die Tiere starkes
Muskelzittern, Mydriasis, starke Salivation, Unwillen sich zu bewegen, ein unkoordiniertes

Gangbild und Schaum vor dem Maul. Innerhalb von zwei Tagen starben die drei Kélber, am
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dritten Tag die adulte Kuh. Lediglich der Ochse Uberlebte. Ob der zeitigere Tod der jlingeren
Tiere auf eine hohere Empfindlichkeit gegenliber A°-THC oder auf eine héhere Aufnahme des
Marihuanas bezogen auf das Koérpergewicht zuriickzufiihren sind, konnte nicht ermittelt

werden (Driemeier 1997).

In weiteren Studien an Wiederkduern zum Transfer von Cannabinoiden in die Milch (siehe
Kapitel 2.4.1.) wurden keine Angaben zu toxischen Wirkungen auf die Tiere nach Hanf- bzw.
AS-THC-Aufnahme Ubermittelt.

2.4 Transfer von Cannabinoiden in Milch und Gewebe

2.4.1 Transfer von A°-THC und seiner Metaboliten in die Milch
Der Ubergang von A°-THC und A%-THC-Metaboliten nach oraler, inhalativer oder intravenéser

Exposition in die Milch verschiedener Spezies ist durch Studien belegt.

Bei zwei stillenden Mittern, die Marihuana rauchten, wurde die Milch auf das Vorhandensein
von A°-THC, 11-OH-THC und THC-COOH untersucht. Bei Mutter 1, welche einmal taglich
Marihuana rauchte, wies die Milch einen A°-THC-Gehalt von 105 ng/ml auf, wogegen
11-OH-THC nicht nachgewiesen werden konnte. Bei Mutter 2, welche sieben Mal taglich
Marihuana rauchte, betrugen die Gehalte 340 ng/ml A%-THC sowie 4 ng/ml 11-OH-THC. Das
THC-COOH konnte weder in der Milch der Mutter noch im Urin der gestillten Babys detektiert
werden. Mutter 2 wurden zusatzlich direkt im Anschluss an den letzten Marihuanakonsum Blut-
und Milchproben entnommen. Im Plasma betrugen die Konzentrationen von A°-THC,
11-OH-THC und THC-COOH 7,2 ng/ml, 2,5 ng/ml bzw. 1,6 ng/ml. In der Milch betrug der
Gehalt von A%-THC, 11-OH-THC und THC-COOH 60,3 ng/ml, 1,1 ng/ml bzw. 1,6 ng/ml. Im Kot
des Babys konnten sowohl A°-THC als auch seine Metaboliten nachgewiesen werden, woraus
geschlossen wird, dass das A%-THC aus der Muttermilch vom Kind absorbiert und metabolisiert
wurde (Perez-Reyes und Wall 1982). Neuere Studien an Frauen bestatigen den Ubergang von
AS-THC und weiteren Cannabinoiden in die Muttermilch nach Marihuanakonsum (siehe Kapitel
5.4.1).

Bei elf laktierenden Totenkopfaffchen, welchen zwei- bzw. fiinfmal wdchentlich 2 mg teilweise
radioaktiv markiertes A°-THC je kg KGW auf oralem Weg verabreicht wurde, wurden nach
Verabreichung der Tracerdosis 0,2 % des radioaktiv markierten A®-THCs innerhalb von
24 Stunden Uber die Milch ausgeschieden. In den Milchphasen =zeigte sich eine
unterschiedliche Verteilung der ausgeschiedenen radioaktiven Verbindungen: Auf die
Fettphase entfielen 15 % der Radioaktivitat, wovon 18 % als A°-THC vorlagen. Den Rest
machten funf nicht identifizierte Verbindungen aus. Der groRte Anteil der Radioaktivitat (53 %)

befand sich in der wassrigen Phase, jedoch entsprach keine Verbindung einer vorliegenden
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Standardsubstanz. Im Prazipitat lagen 11 % der gemessenen Radioaktivitdt in Form von
A°-THC vor. Bei den Jungtieren konnten radioaktive Verbindungen im Anschluss an das
Saugen im Kot und im Urin nachgewiesen werden (Chao et al. 1976). Auch bei laktierenden
Ratten konnte ein Ubergang der Radioaktivitdt von subkutan verabreichtem '“C-THC in
verschiedene Gewebe der an ihnen saugenden Jungtiere gemessen werden (Jakubovic et al.
1973).

Vier Studien belegen den Ubergang von Cannabinoiden in die Milch von Wiederkauern: Nach
intravendser Verabreichung von radioaktiv markiertem [2,4-'“C] A>-THC an Mutterschafe
konnte Uber 96 Stunden Radioaktivitat in der Milch nachgewiesen werden, wovon sich der
Grofdteil auf unverandertes A%-THC zurlickflihren lie. In geringerem Umfang fanden sich
unidentifizierte Metaboliten. Im Urin und Kot eines Lammes, das diese Milch trank, konnte
ebenfalls Radioaktivitat detektiert werden. Nur etwa 15 % der Radioaktivitat wurde innerhalb
von 48 Stunden ausgeschieden, weshalb eine hohe Retention im Gewebe mit
Langzeitausscheidung von A%-THC und seinen Metaboliten in die Milch angenommen wird
(Jakubovic et al. 1974).

Bei Biffeln, welche auf pakistanischen Weiden wahrend des Grasens C. sativa aufnahmen
(Anteil an Gesamtvegetation auf 5-10 %), konnten sowohl im Urin, als auch in der Milch
THC-COOH in Hohe von 17-289 ng/ml bzw. 32—-173 ng/ml nachgewiesen werden. Im Urin
zweier Kinder, die die Milch der Blffel tranken, wurden THC-COOH-Gehalte in H6he von 8
und 27 ng/ml detektiert (Ahmad und Ahmad 1990).

Bei einer Milchkuh kam es nach der einmaligen Gabe von 625 mg THC Uber eine
Gelatinekapsel innerhalb von 23 Tagen zu einem kumulierten Ubergang von 0,1 % der
dosierten THC-Menge in die Milch. Die hochsten THC-Konzentrationen in der Milch wurden
23 Stunden nach der Applikation mit etwa 20 ng/ml gemessen, im Serum/Plasma war nach
10 Stunden mit 5 ng/ml der hochste Gehalt erreicht. Fiir 11-OH-THC betrug die Konzentration
maximal 1 ng/ml im Serum/Plasma und < 0,3 ng/ml in der Milch. Die Halbwertzeit von THC

wird mit ca. 30 Stunden angegeben (Guidon und Zoller 1999).

Bei einer versehentlichen Verflitterung von Hanfpellets an 80 Milchklhe Uber einen Zeitraum
von sechs Tagen nahm jede Kuh taglich rechnerisch 3250 mg Gesamt-THC (A°-THC +
A°-THCA) auf. Bei einer angenommenen Milchleistung von 20 Litern pro Tag wurde eine
Transferrate von 0,15 % errechnet, wobei der THC-Gehalt des Futters als Gesamt-THC, der
Gehalt der Milch dagegen als A°-THC analysiert wurde. Die mammare Exkretion von A°-THC
erreichte nach vier bis finf Tagen ein Steady-state (Messung in der Tankmilch). Der hochste
angegebene A°-THC-Gehalt in der Milch betrug 0,241 mg/l (EFSA 2015, EFSA 2011).
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2.4.2 Transfer von A°-THC in Gewebe landwirtschaftlicher Nutztiere

Flr den Transfer von A°-THC in Gewebe landwirtschaftlicher Nutztiere liegen zwei Studien an
Schweinen vor: Nach intravendser Verabreichung von 50, 100 oder 200 ug A°-THC/kg KGW
zeigten sich die maximalen Plasmakonzentrationen Cmax sowie die AUC-Werte von A°-THC
erwartungsgeman dosisabhangig. Das Verteilungsvolumen von 32 I/kg spiegelte die hohe
Lipophilie der Substanz wider. Nach intravenoser Injektion von 200 ug A°-THC/kg KGW
wurden nach 30 Minuten die hochsten A°-THC-Gehalte in der Lunge (1888 ng/g), gefolgt von
Niere (272 ng/g), Herz (178 ng/g), Leber (155 ng/g) und Fett (91 ng/g) gemessen. Nach
24 Stunden enthielten nur noch Leber und Fett nennenswerte Gehalte an A%>-THC (2,5 bzw.
34,7 % der nach 0,5 Stunden gemessenen Gehalte). Die Elimination von A%-THC aus der
Leber erfolgte schnell, wogegen die Elimination aus dem Fettgewebe, welches als
Retentionsgewebe fir die Substanz beschrieben wird, nur sehr langsam erfolgte. Der
Metabolit 11-OH-THC konnte nur in der Leber nachgewiesen werden, wogegen THC-COOH
in keinem untersuchten Gewebe, aulder in der Gallenfllissigkeit, nachweisbar war (Brunet et
al. 2006). In einer weiteren Studie an Schweinen lagen zwei Stunden nach intravendser
Injektion von 200 ug A%-THC/kg KGW die A%-THC-Gehalte von Lunge, Fett und Niere bei 477,
44 bzw. 43 ng/g (Brunet et al. 2010).

Es liegen derzeit keine Studien zum Ubergang von Cannabinoiden in Gefliigeleier oder

Gewebe von Wiederkauern vor.
2.5 Rechtliche Aspekte

2.5.1 Rechtliche Bestimmungen zum Anbau von Hanf

Mit der Einstufung als Betaubungsmittel im Jahr 1982 kam der Anbau der alten Nutzpflanze
Hanf in Deutschland ganzlich zum Erliegen (Bosca und Karus 1997). Eine Neubewertung der
Verbotsgriinde, eine erneute Steigerung des Interesses am Hanfanbau sowie die Betrachtung
des potentiellen 6kologischen und ékonomischen Nutzens fir die Landwirtschaft fihrten ein
paar Jahre spater zur Entscheidung, landwirtschaftlichen Betrieben den kontrollierten Anbau
von Nutzhanf mit einem Gehalt bis 0,3 % THC zu ermdglichen (Bundesrat 1995). Mit dem
Zweiten Gesetz zur Anderung des Betdubungsmittelgesetzes vom 04. April 1996 wurde der
Anbau von Nutzhanf in Deutschland wieder legalisiert (BGBI. 1996). Im Folgenden kam es zu
einer weiteren Absenkung des maximal zuldssigen THC-Gehalts auf 0,2 %. Im Rahmen der
neuen Gemeinsamen Europaischen Agrarpolitik (GAP) wurde Ende 2021 — mit einer
Ubergangsfrist von 12 Monaten — eine erneute Anhebung des zuldssigen maximalen
THC-Gehalts auf 0,3 % beschlossen (EU 2021). Die Anpassung tangierender Rechsakte war
bei Verfassung des Abschnitts noch nicht vollstandig abgeschlossen. Im Folgenden wird der

Rechtsrahmen vom Juni 2023 dargestellt.
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Die grundlegenden europaischen Bestimmungen zum Anbau von Hanf werden durch die
Verordnung (EU) 2021/2115 mit Vorschriften fur die Unterstiitzung der von den Mitgliedstaaten
im Rahmen der Gemeinsamen Agrarpolitik zu erstellenden und durch den Europaischen
Garantiefonds flr die Landwirtschaft (EGFL) und den Europaischen Landwirtschaftsfonds flr
die Entwicklung des landlichen Raums (ELER) zu finanzierenden Strategieplane
(GAP-Strategieplane) geregelt. Zum Hanfanbau genutzte Flachen sind gemal Artikel 4,
Absatz 4 der Verordnung nur beihilfefahig, wenn der Tetrahydrocannabinolgehalt der
verwendeten Sorten nicht mehr als 0,3 % betragt. Nach der delegierten Verordnung
(EU) 2022/126 zur Erganzung der Verordnung (EU) 2021/2115 dirfen nur Sorten angebaut
werden, die am 15. Marz des Jahres, fur das die Zahlung gewahrt wird, im ,Gemeinsamen
Sortenkatalog fur landwirtschaftliche Pflanzenarten® aufgeflhrt sind. Zudem muss das Saatgut
zertifiziert sein. Die Verordnung beschreibt die Probennahme auf dem Feld und legt als
Unionsmethode far die mengenmafige Bestimmung des Delta-9-
Tetrahydrocannabinolgehalts die Gaschromatografie nach Flissigextraktion mit Squalan als
internen Standard fest. Uberschreitet der durchschnittliche THC-Gehalt aller Proben einer
bestimmten Sorte in zwei aufeinanderfolgenden Jahren den festgesetzten Grenzwert von
0,3 %, kann das Inverkehrbringen dieser Sorte nach Richtlinie 2002/53/EG Uber einen
gemeinsamen Sortenkatalog fir landwirtschaftliche Pflanzenarten verboten werden. Die
Einfuhr von Hanf aus Drittlandern ist gemaf Artikel 176, Absatz 1 der Verordnung (EU)
Nr. 1308/2013 Uber eine gemeinsame Marktorganisation fiir landwirtschaftliche Erzeugnisse

lizenzpflichtig. Die besonderen Einfuhrbestimmungen regelt Artikel 189.

National werden die europaischen Regelungen durch die Verordnung zur Durchfiihrung des
Integrierten Verwaltungs- und Kontrollsystems (GAPInVeKoS-Verordnung) prazisiert. Sie
benennt die Bundesanstalt flir Landwirtschaft und Ernahrung (BLE) als zustédndige Behdrde
fur die Kontrolle des Tetrahydrocannabinolgehalts des Hanfs (mind. 30 % der fur den
Hanfanbau angemeldeten Flachen) und fir die Bekanntmachung der im Anbaujahr
zugelassenen Sorten. Der Betriebsinhaber muss den Zeitpunkt der Blite bei der BLE
anzeigen. Fir das Jahr 2023 kamen 90 Sorten fiir Direktzahlungen in Betracht (BLE 2023).

Cannabis (Marihuana, Pflanzen und Pflanzenteile der zur Gattung Cannabis gehdrenden
Pflanzen) wird nach Anlage | des Gesetzes Uber den Verkehr mit Betdubungsmitteln
(Betaubungsmittelgesetz-BtMG) als nicht verkehrsfahiges Betaubungsmittel eingestuft.
Ausgenommen hiervon sind deren Samen, sofern diese nicht zum unerlaubten Anbau
bestimmt sind und Hanf, der fir die Beihilfegewahrung in Betracht kommt und der
ausschlielllich aus zertifiziertem Saatgut angebaut wurde, welches am 15. Marz des
Anbaujahres im gemeinsamen Sortenkatalog fur landwirtschaftliche Pflanzenarten aufgefiihrt

ist und dessen THC-Gehalt 0,2 % nicht Gbersteigt. Das BtMG verweist an diesen Stellen auf
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mit der Reform der GAP aufgehobene EU-Verordnungen und den zuvor geringeren THC-
Grenzwert. Die entsprechende Aktualisierung des BtMG ist geplant (Deutscher Bundestag
2023). Der in diesem Fall als Nutzhanf bezeichnete Hanf darf ausschlieRlich von Unternehmen
der Landwirtschaft angebaut werden. Der Verkehr (ausgenommen der Anbau) darf
ausschlieBllich gewerblichen oder wissenschaftlichen Zwecken dienen, die einen Missbrauch
zu Rauschzwecken ausschliel3en. Cannabisharz (Haschisch, das abgesonderte Harz der zur
Gattung Cannabis gehorenden Pflanzen) gilt nach Anlage | als nicht verkehrsfahiges
Betaubungsmittel. Nach Anlage lll ist eine Einstufung von Cannabis als verkehrsfahiges und
verschreibungspflichtiges Betaubungsmittel rechtens, sofern der Anbau zu medizinischen
Zwecken unter staatlicher Kontrolle gemaR den Artikeln 23 und 28 Absatz 1 des Einheits-
Ubereinkommens von 1961 Uber Suchtstoffe erfolgt, sowie wenn es in Zubereitungen
enthalten ist, die als Fertigarzneimittel zugelassen sind. Gemal §24a des
Betdubungsmittelgesetzes muss der Anbau von Hanf bis zum 1. Juli des Anbaujahres bei der

BLE angezeigt werden.

2.5.2 Rechtliche Bestimmungen zum Einsatz von Nutzhanf als Futtermittel

Die Hanfpflanze in ihrer Gesamtheit sowie Teile und Verarbeitungsprodukte dieser kdnnten —
vorbehaltlich der rechtlichen Interpretation des Betaubungsmittelgesetzes — als Futtermittel
genutzt werden, sofern die allgemeinen Grundsatze zur Futtermittelsicherheit nach Artikel 15
der Verordnung (EG) Nr. 178/2002 zur Festlegung der allgemeinen Grundsatze und
Anforderungen des Lebensmittelrechts, zur Errichtung der Europdischen Behdrde fir
Lebensmittelsicherheit und zur Festlegung von Verfahren zur Lebensmittelsicherheit sowie
nach Artikel 4 der Verordnung (EG) Nr.767/2009 Uber das Inverkehrbringen und die
Verwendung von Futtermitteln beachtet werden. Demnach dirfen Futtermittel nur in Verkehr
gebracht bzw. an der Lebensmittelgewinnung dienende Tiere verfittert werden, wenn sie
sicher sind. Ein Futtermittel gilt nur dann als sicher, wenn davon auszugehen ist, dass es die
Gesundheit von Mensch oder Tier nicht beeintrachtigt und bewirkt, dass auch die
Lebensmittel, die aus den der Lebensmittelgewinnung dienenden Tieren hergestellt werden,
als sicher flr den Verzehr durch den Menschen anzusehen sind. Die Verordnung (EU)
Nr. 68/2013 zum Katalog der Einzelfuttermittel listet Hanfsaat, Hanfkuchen, Hanfsaatdl,
Hanfmehl sowie Hanffaser im Verzeichnis der Einzelfuttermittel. Die Verordnung verweist an
diesen Stellen auf die, mit der Reform der GAP aufgehobene EU-Verordnung zur Uberpriifung
des Tetrahydrocannabinolgehalts und den zuvor geringeren THC-Grenzwert. Wahrend in der
vorherigen Version des Katalogs Hanfél und Hanfmehl noch aus Hanfsamen oder der
gesamten Hanfpflanze bzw. den Blattern hergestellt werden konnte, beschreibt die aktuelle

Version die Herstellung nur noch aus Hanfsamen bzw. dem Stangel der Pflanze.
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In der Positivliste flr Einzelfuttermittel wird Hanfkuchen (,Nebenerzeugnis, das bei der
Olgewinnung durch Pressen der Samen von Hanf (Cannabis sativa L.) anfallt) mit einem
maximal zuladssigen Gehalt von 0,2 % Tetrahydrocannabinol aufgefihrt (ZDL 2023).
Grundlegend ist zu beachten, dass weder der Katalog der Einzelfuttermittel noch die
Positivliste fur Einzelfuttermittel rechtlich bindend sind. In Deutschland ist die Verfitterung von
anderen Teilen der Pflanze als Hanfsamen durch das Betaubungsmittelgesetz
ausgeschlossen (BMEL 2023).

2.5.3 Stand der Risikobewertung

Die Risikobewertung von Nutzhanf als Futtermittel fir lebensmittelliefernde Tiere, der
potentielle Transfer von Cannabinoiden aus dem Futter in Lebensmittel tierischer Herkunft
sowie dessen Auswirkungen auf den Verbraucher sind Gegenstand der Stellungnahmen der
Europaischen Behorde fir Lebensmittelsicherheit (EFSA) und des Bundesinstituts flr
Risikobewertung (BfR). Die in den Stellungnahmen identifizierten Datenllicken waren Anlass

zur Durchfiihrung der vorliegenden Studie.

2.5.3.1 Stellungnahmen der EFSA
Das Gremium flr Zusatzstoffe, Erzeugnisse und Stoffe in der Tierernahrung (FEEDAP) der
EFSA (berprifte verschiedene Expositionsszenarien fir den Transfer von THC aus

hanfhaltigen Futtermitteln in die Kuhmilch unter Zugrundelegung folgender Annahmen:

¢ Hanffuttermittelaufnahme: 0,5, 1,0 oder 1,5 kg/Kuh/Tag

e THC-Gehalt im Hanf: 0,2 % (entsprechend dem maximal erlaubten Gehalt in der EU)
bzw. 0,08 % (entsprechend dem durchschnittichen THC-Gehalt der im Jahr 2008
wahrend offizieller Anbaukontrollen untersuchten Hanfproben)

e THC-Gehalt von hanfsamenhaltigen Futtermitteln: 0,0012 % (maximal gemessener
THC-Gehalt in unbehandelten Hanfsamen im Jahr 2008)

e Milchleistung: 15, 25 oder 35 I/Kuh/Tag

Aus Studien an laktierenden Affen und Kihen leitete das FEEDAP-Gremium fur oral
aufgenommenes THC eine Transferrate von 0,15 % in die Milch ab. Die téagliche
Milchaquivalentaufnahme setzt das Gremium mit 2 | fir Erwachsene (60 kg KGW) bzw. 1,5
fur Kinder (12 kg KGW) fest. Die niedrigste Dosis fur psychotrope Effekte (LOEL) beim
Menschen wurde aus Humanstudien abgeleitet und mit 0,04 mg THC/kg KGW angegeben,
wodurch sich unter Berlicksichtigung eines Sicherheitsfaktors von 100 eine vorlaufige maximal
tolerierbare tagliche Aufnahme (PMTDI) von 0,0004 mg THC/kg Korpergewicht fir

Erwachsene und Kinder ergab.
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Beim Vergleich verschiedener Szenarien zur Verfitterung der Gesamtpflanze an Milchkihe
und anschlieRendem Konsum der Milch durch den Menschen zeigte sich fir Erwachsene eine
4-25-fache und fir Kinder eine 13-90-fache Uberschreitung des PMTDI-Wertes bei
Verwendung von Hanf mit einem THC-Gehalt von 0,2 %. Die Verwendung von Hanf mit einem
THC-Gehalt von 0,08 % im Expositionsszenario fihrte zu einer Verminderung der
Uberschreitung um den Faktor 2,5. Bei Verwendung von hanfsamenbasierten Futtermitteln
wurde in keinem Expositionsszenario der PMTDI-Wert Uberschritten. Um die Sicherheit der
Verbraucher zu gewahrleisten, sollten hanfbasierte Futtermittel einen maximalen THC-Gehalt
von 0,002 % (20 mg/kg) nicht Gberschreiten und von der Nutzung der Gesamtpflanze als
Futtermittel fur Milchkihe abgesehen werden. Fir die Verwendung von hansfsamenbasierten
Futtermitteln (Hanfsamen mit und ohne Schale, entfette Hanfsamen, Hanfdl,
Hanfproteinkonzentrat) wird die Festlegung eines Hoéchstgehalts in Héhe von 10 mg/kg
vorgeschlagen. Zum Transfer von THC in tierische Gewebe und Eier nach wiederholter
Verabreichung konnte das FEEDAP-Gremium aufgrund fehlender Daten keine Stellung
beziehen. Da das Fettgewebe aufgrund der lipophilen Eigenschaften von THC als Zielgewebe
ausgewiesen wurde, nimmt das Gremium an, dass die Schlussfolgerungen der durchgefiihrten

Risikobewertung auch auf andere tierische Produkte tbertragbar seien (EFSA 2011).

Das Gremium fur Kontaminanten in der Lebensmittelkette (CONTAM) der EFSA befasste sich
ebenfalls mit den Risiken fiir die menschliche Gesundheit durch das Vorkommen von A%-THC
in Milch und anderen Lebensmitteln tierischer Herkunft. Es wies darauf hin, dass ein Grofteil
des in der Hanfpflanze vorkommenden THCs in Form der psychoinaktiven Vorstufe AS-THCA
vorliegt, welche, unter anderem durch Hitze, in ihre psychoaktive Form A°-THC (berfiihrt
werden kénne. Die offizielle Methode zur Erfassung des THC-Gehalts in Nutzhanfpflanzen sei
nicht in der Lage zwischen diesen beiden Substanzen zu differenzieren. Fir die
Risikobewertung sei die getrennte Betrachtung von psychoaktivem AS-THC und seiner
psychoinaktiven Saurevorstufe A°-THCA jedoch notwendig. Da dem Gremium keine Daten
zum Gehalt von A®-THC in Milch vorlagen, wurde eine Abschéatzung der Verbraucherexposition
durch den Konsum von Milch von Kihen, welche hanfsamenhaltige Futtermittel aufnahmen,
anhand verschiedener Worst-Case-Szenarien vorgenommen. Folgende Annahmen wurden

getroffen:

e A%-THC-Gehalt von Hanfsamen: 0,8 bzw. 11 mg/kg
e Transferrate von A°-THC: 0,15 %
e Milchleistung: 20 bzw. 40 I/Kuh/Tag

¢ Hanfsamenaufnahme (in Form von Hanfkuchen): 1,25 bzw. 1,6 kg/Tag
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e Tagliche Aufnahme von 21 Milchdquivalenten durch Erwachsene bzw. 1,51 durch
Kinder

Das Gremium kalkulierte in verschiedenen Szenarien eine Aufnahme von 0,001-0,029 ug
A®-THC/kg KGW fir Erwachsene und 0,006-0,13 ug/kg KGW fir Kleinkinder. Aus Studien an
Menschen wurde ein LOAEL (niedrigste beobachtete Dosis, bei der adverse Effekte auftraten)
in Hoéhe von 2,5mg A%THC/Person/Tag abgeleitet. Unter Zugrundelegung eines
Korpergewichtes von 70 kg/Person und einem Unsicherheitsfaktor von 30 ergab sich eine
akute Referenzdosis (ARfD, Substanzmenge, die einmalig ohne Risiko aufgenommen werden
kann) von 1 pug A°-THC/kg KGW. In den Expositionsszenarien wurde die ARfD durch
Erwachsene zu 3 % und durch Kleinkinder (12 kg KGW) zu 13 % ausgeschdpft. Das Gremium
schlussfolgerte, dass der Einsatz von Hanfsamen-basierten Futtermitteln bei Milchkihen zu
keiner Gefahrdung der menschlichen Gesundheit flihrt. Auf eine Einschatzung der Eignung
der Gesamthanfpflanze als Futtermittel wurde aufgrund fehlender Daten zu ihrem A®-THC-
Gehalt verzichtet. Eine Abschatzung der lebensmittelbedingten Verbraucherexposition mit
A®-THC durch den Konsum von Eiern und tierischen Geweben konnte aufgrund fehlender

Daten zum Transfer nicht vorgenommen werden (EFSA 2015).

2.5.3.2 Stellungnahme des BfR
Das BfR widmete sich ebenfalls dem Transfer von THC aus Hanf und Hanferzeugnissen in
Lebensmittel tierischen Ursprungs. Aufgrund der liickenhaften Datenlage konnte nur eine
modellhafte Berechnung des Transfers von THC unter Annahme von Worst-Case-

Bedingungen durchgeflhrt werden.

Fir verschiedene Hanffuttermittel wurde der maximale Anteil in der Ration (% TS) fur
Milchkihe (Lebendmasse 550 kg) wie folgt abgeleitet: Hanfsamen (ungeschalt/ geschalt) 5 %,
Hanfkuchen 14 %, Hanfgriinfutter 70 %, Hanfstroh 7 %. Der THC-Gehalt der Hanffuttermittel
wurde angegeben mit: Hanfsamen ungeschalt und Hanfkuchen 2,0-25 mg/kg, Hanfsamen
geschalt 0,4-3,0 mg/kg, Hanfgrinfutter und Hanfstroh 2000 mg/kg. Fir die Berechnungen
wurde eine Absorptionsrate von THC aus dem Futter in Héhe von 30 % bzw. 100 %, eine
Transferrate aus dem Futter in die Milch in Héhe von 0,15 % sowie eine Tagesmilchleistung
von 20 I/Kuh angesetzt. In Abhangigkeit vom betrachteten Szenario wurden fir die Kuhmilch
mdgliche THC-Gehalte von 0,01 bis 2100 pg/l kalkuliert. Die geringsten THC-Gehalte in der
Milch wurden dabei fir die Verfutterung geschalter Hanfsamen, die hdchsten Gehalte fir die

Verfltterung von Hanfgriinfutter berechnet.

Das BfR schlussfolgerte, dass die Aufnahme von Hanf und Hanferzeugnissen mit niedrigen
THC-Gehalten bei hohem Anteil in der Ration von Milchkihen zu hoheren THC-

Konzentrationen in der Kuhmilch fihren kann. Zudem konnte sich THC bei wiederholter
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Aufnahme Uber Futtermittel aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften im Fettgewebe von
Nutztieren anreichern. Es wird flir moglich gehalten, dass eine Verfltterung von Hanf und
Hanferzeugnissen mit THC-Gehalten von 0,2 % die Tiergesundheit beeintrachtigt (BfR 2012).

2.6 Zusammenfassung und Aufgabenstellung

Das Interesse am Anbau von Nutzhanf und der Vermarktung der daraus gewonnenen
Produkte (Fasern, Samen, Cannabinoidextrakte) nimmt stetig zu. Als eiweilRhaltige Pflanze
kommt Nutzhanf und den Hanfsamen eine besondere Bedeutung im Hinblick auf den
zunehmenden Wunsch nach regionalen, klimavertraglichen Futtermitteln zu. Auch im Sinne
der Nachhaltigkeit und Gewinnoptimierung ist das Bedurfnis der vollstdndigen Nutzung der
Hanfpflanze naheliegend. Landwirte berichten Uber positive Effekte der Verfutterung von
Nutzhanf auf die Leistung und die Gesundheit der Tiere. Zeitgleich fehlen belastbare Daten
dazu, ob es bei der Verfutterung von Nutzhanf zu einem Transfer der teilweise psychoaktiv
bzw. pharmakologisch wirksamen Cannabinoide in die Lebensmittel tierischer Herkunft,
insbesondere in die Kuhmilch, kommen kann. Zudem mangelt es bei friheren Studien an einer
konsequenten analytischen Unterscheidung zwischen psychoaktivem A°-THC und seiner
psychoinaktiven Vorstufe A°-THCA. Eine verlassliche Abschatzung des Risikos flr den
Verbraucher, der unter Nutzhanffutterung erzeugte Lebensmittel tierischer Herkunft
konsumiert, ist daher zum jetzigen Zeitpunkt nicht mdglich. In Bezug auf eventuelle
gesundheitliche oder leistungsbeeinflussende Effekte der Verfiitterung der Gesamtpflanze
bzw. anderer Pflanzenteile als der Hanfsamen liegen, abseits anekdotischer Evidenzen,

ebenfalls keine Studien vor.

Aus der aktuellen Diskussion Uber die Verwendung von Nutzhanf und Nutzhanfprodukten in
der Tierernahrung ergeben sich auf der Basis der Literaturdaten und der rechtlichen Situation

folgende Fragen:

e Wie hoch ist der Transfer von Cannabinoiden aus nutzhanfhaltigem Futter in die Milch
von Kihen?
e Welche Wirkung hat die Verfitterung von Nutzhanf auf die Gesundheit und die

Leistung von Milchkiihen?

Eine konsequente (analytische) Unterscheidung zwischen dem psychoaktivem A°-THC und
seiner psychoinaktiven Vorstufe A%-THCA ist hierbei grundlegend fiir die Beantwortung der

ersten Frage.
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3.1 Nutzhanfsilagen

3.1.1 Auswahl der Nutzhanfsorten

Im Versuch wurden zwei unterschiedliche Nutzhanfsilagen verwendet. Wahrend der
GewoOhnungsphase des Versuchs sollte eine Nutzhanfsilage verfittert werden, die dem
Pansen eine Adaptation an das neue Futtermittel und den Tieren eine Gewdhnung an das
typische Hanfaroma ermdglicht. Zeitgleich sollte diese Nutzhanfsilage nur einen geringen
Anteil an Cannabinoiden (CB|), insbesondere A%-THC und A®-THCA, enthalten, um die Tiere
vor Beginn der Expositionsphase nur geringstméglich zu belasten. Wahrend der
Expositionsphase sollte dann eine Nutzhanfsilage verfuttert werden, die mdglichst hohe
Gehalte an Cannabinoiden (CB1) aufweist (jedoch unter 0,2 % THC), um den Transfer aus
dem Futtermittel in die Milch auch bei geringem Anteil von Nutzhanfsilage in der Ration
bestmoglich abbilden zu kénnen. Bei der Auswahl der Nutzhanfsorten wurde das BfR durch
die BLE anhand der Ergebnisse der Kontrollstichproben (THC-Gehalt nach offizieller Methode)

des angebauten Hanfs aus den Jahren 2014 und 2015 beratend unterstitzt.

Die beiden Nutzhanfsilagen wurden in Zusammenarbeit mit dem Leibniz-Institut flr
Agrartechnik und Biodkonomie e. V. (ATB), Potsdam, hergestellt. Die Nutzhanfsorte ,lvory“
wurde als besonders THC-arme Sorte fir die Gewdhnungsphase des Versuchs, ,Finola“ als
Nutzhanfsorte mit eher héherem THC-Gehalt fur die Expositionsphase ausgewahlt. Beide
Sorten wurden im Fruhjahr 2016 in Potsdam ausgesat und aufgezogen. Sie sind im
Gemeinsamen Sortenkatalog fur landwirtschaftliche Pflanzenarten aufgeflihrt und das Saatgut

war zertifiziert.

3.1.2 Herstellung und Lagerung der Nutzhanfsilagen

Die Ernte des Nutzhanfs erfolgte Ende August 2016. Zu diesem Zeitpunkt befand sich die
Sorte ,lvory* im Stadium der Samenausbildung, wohingegen die Sorte ,Finola“ bereits erste
vollstdndig ausgereifte Samen trug. Der Nutzhanf der Sorte ,lvory® wurde mit einem
Erntehacksler (JF FC 800) geschnitten und die gesamte Pflanze gehéackselt, um eine
Ganzpflanzensilage (GP-Silage) herzustellen. Von der Nutzhanfsorte ,Finola“ wurden mit
einer vom ATB konzipierten Erntemaschine mittels Peitschen nur Blatter, Blitenstande und
Samen der Pflanze geerntet, um eine Blatter-Blitenstande-Samen-Silage (BBS-Silage)
herzustellen. Im Gegensatz zur Nutzhanfsilage der Sorte ,lvory* wurde der Stangel nicht zur
Silageherstellung genutzt, um den Cannabinoidgehalt in der Silage zu maximieren. Das

Erntegut wurde direkt im Anschluss an die Ernte schaufelweise in runde 510 |I-Regentonnen
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abgeflllt und manuell schichtweise verdichtet. Es wurde so viel Siliergut in die Tonnen
eingefiillt, dass es zu einer Kuppelbildung kam, um den Lufteinschluss zwischen Siliergut und
Tonnendeckel zu minimieren. Die Tonnen wurden mit einem Deckel verschlossen, welcher mit
Klebeband an der Tonne fixiert und im Anschluss mehrfach zum Luftabschluss mit Folie
umwickelt wurde. Ein wassergeflillter Schlauch im Deckel ermdglichte den Austritt
Uberschissigen Gases aus dem Siliergut ohne Umgebungsluft einstrémen zu lassen. Es

erfolgte kein Zusatz von Silierhilfsmitteln.

Einen Monat vor Versuchsbeginn wurden die Nutzhanfsilagen flr den Versuch portioniert.
Dafiir wurde der Inhalt der Tonnen auf einen sauberen Untergrund geschittet und die Silage
der jeweiligen Sorte mit einer Forke grindlich durchgemischt. AnschlieRend wurden 10 kg
(Sorte ,Ivory*) bzw. 11,5 kg (Sorte ,Finola“) Nutzhanfsilage (bezogen auf Frischsubstanz, FS)
in Eimern auf einer kalibrierten Waage (Kern DE 36K 10N) abgewogen und in Plastiksacke
geflllt. Diese wurden verschlossen und in einem Gefrierraum bei —20 °C gelagert. Jeweils
1,5 Tage vor Verwendung wurden die benétigten Sacke aus dem Gefrierraum geholt und bei

Stalltemperatur aufgetaut.

3.1.3 Zusammensetzung und Cannabinoidgehalt der Nutzhanfsilagen
Die Zusammensetzung der im Versuch verwendeten Nutzhanfsilagen im Vergleich zur

eingesetzten Maissilage ist Tabelle 2 zu entnehmen.

Die gaschromatografische Bestimmung des (Gesamt-) THC-Gehalts nach der Unionsmethode
ergab fur die GP-Silage einen THC-Gehalt von 20,5 mg/kg TS (rund 0,002 %). Fur die BBS-
Silage wurde ein THC-Gehalt von 186,0 mg/kg TS (rund 0,019 %) ermittelt.

Die Gehalte an den mittels Hochleistungsflissigkeitschromatografie mit gekoppelter Tandem
Massenspektrometrie (HPLC-MS/MS)-Analytik aus den frischen Hanfsilagen bestimmten
Cannabinoiden umgerechnet auf den Trockensubstanzgehalt (TS) sind in Tabelle 3
dargestellt. Im Vergleich zur gaschromatografischen Bestimmung ergab sich aus den
ermittelten AS-THC- und A°-THCA-Gehalten ein rechnerischer Gesamt-THC-Gehalt von
65 mg/kg TS (rund 0,007 %) fur die GP-Silage bzw. 1.317 mg/kg (rund 0,13 %) fir die BBS-

Silage nach folgender Formel:
mg
Gesamt — THC — Gehalt (E TS) =

mg mg 314
Gehalt A9 — THC (E TS) + Gehalt A9 — THCA (E TS) x 9% /acg
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Tabelle 2: Zusammensetzung der im Versuch verwendeten Hanfsilagen im Vergleich zur eingesetzten Maissilage

GP-Silage BBS-Silage Maissilage
Sorte ,lvory“, CB| Sorte ,Finola“, CB?
chemisch-analytische Prifung
Trockensubstanz TS (%) 31 36 36
NEL (MJ/kg TS) 3,4 5,9 7,2
Rohasche (g/kg TS) 88 185 30
Rohprotein (g/kg TS) 76 138 63
Rohfett (g/kg TS) 21 157 37
Rohfaser (g/kg TS) 455 299 166
NDF (g/kg TS) 620 383 308*
ADF (g/kg TS) 501 258 -
ADL (g/kg TS) 94 77 -
pH-Wert 4,9 8,3 3,9
Stickstoff (g/kg FS) 3,5 7,7 -
NH3-N % von Ges.-N (FS) 17,7 8,7 5,8
Garsauren
Essigsaure (% TS) 1,84 2,27
Propionsaure (% TS) 0,12 0,08
n-Buttersaure (% TS) 0,41 <0,04 -
Summe Iso-Sauren (% TS) 0,07 0,00
Laktat (% TS) 4,52 1,29
Alkohole
Ethanol (% TS) 0,72 0,15
Propanol (% TS) 0,09 0,03 -
Butanol (% TS) <0,05 <0,02

Werte mit Vorzeichen ,<" liegen unterhalb der Nachweisgrenze, * aNDFom: Neutral-Detergenzien-Faser nach Amylasebehandlung und
Veraschung
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Tabelle 3: Cannabinoidgehalt der im Versuch verwendeten Nutzhanfsilagen

Cannabinoid GP-Silage BBS-Silage
Sorte ,lvory“, CB| Sorte ,Finola“, CB?
mg/kg TS

AS-THC 58,27 1254,67
A8-THC <NWG <NWG
AS-THCA 7,42 70,94
11-OH-THC <NWG <NWG
THC-COOH <NWG <NWG
AS-THCV 0,24 12,51
CBD 804,69 8304,06
CBN 9,41 38,89
CBDV 5,11 450,05

< NWG: Wert liegt unterhalb der Nachweisgrenze von 1 pg/kg FS

Der Anteil von A%>-THCA am Gesamt-THC-Gehalt betrug 10,0 % fir die GP-Silage und 4,7 %

fur die BBS-Silage und wurde nach folgender Formel berechnet:

Gehalt A9 — THCA in Silage (mg) x 314/ x100

Anteil A9 — THCA (%) =
ntet (%) Gesamt — THC — Gehalt der Silage (mg)

3.2 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

3.2.1 Erlaubnis fur die Durchfiilhrung von Tierversuchen

Die Erlaubnis fir die Durchfihrung des hier dargestellten Tierversuchs wurde durch das
Landesamt flr Gesundheit und Soziales (LAGeSo) Berlin am 07.11.2017 mit der
Genehmigungsnummer G 0239/17 erteilt.

3.2.2 Versuchstiere

Zur Durchfihrung der Studie wurden zehn laktierende, nicht tragende Milchkiihe der Rasse
Deutsche Holstein mit einer Milchleistung von 20-25 kg aus der Milchkuhherde des BfR
ausgewahlt und randomisiert zwei Gruppen (n=5) zugeordnet. Zum Versuchsstart betrug die
durchschnittliche Milchleistung 24,8 + 2,0 kg (Gruppe 1) bzw. 22,5 £ 3,6 kg (Gruppe 2) und die
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Laktationsdauer 283 + 79 (Gruppe 1) bzw. 167 + 97 Tage (Gruppe 2)'. Jedes Tier war durch

zwei Ohrmarken und ein Halsband unverwechselbar gekennzeichnet.

Alle Tiere wurden nach der Geburt auf BVD untersucht. Jahrlich finden Untersuchungen auf
BHV-1, alle drei Jahre Untersuchungen auf Brucellose und Leukose statt. Einmal jahrlich
werden die Tiere gegen Endo- und Ektoparasiten behandelt (Eprinex™ Pour-On). Alle Tiere

waren zu Versuchsbeginn frei von Krankheiten.

3.2.3 Haltungsbedingungen

Die Haltung der Milchkihe am BfR entsprach einer konventionellen Tierhaltung unter
landwirtschaftlichen Bedingungen in einem Boxenlaufstall. Der Boxenlaufstall wurde durch das
Einbringen von Absperrgittern in zwei spiegelsymetrische Abschnitte unterteilt. Jeder Gruppe
stand fur die Dauer des Versuchs ein Laufstallbereich von ca. 150 m? zur Verfugung. Die
Liegeflachen waren mit Gummimatten (Wingflex, Fa. Kraiburg) ausgestattet. Jede Gruppe
hatte Zugang zu Wiegetrégen (Tier-Fressplatzverhaltnis 1:1) sowie zu je einem
Kraftfutterautomaten. Wasser stand den Tieren Uber zwei Tranken je Gruppe ad libitum zur
Verfigung. Kot und Harn wurde alle zwei Stunden durch automatische Kotschieber vom
betonierten Laufbereich entfernt. Die Beleuchtung des Stalls erfolgte Uber Stallfenster
(Tageslicht) sowie Uber Leuchtstoffrohren (6—17 Uhr). Die Kihe wurden zwei Mal taglich

gemolken.

Die Vorgaben nach §2 Tierschutzgesetz sowie der Tierschutzleitlinie fir die Milchkuhhaltung
(LAVES 2007) wurden eingehalten.

3.3 Rationszusammensetzung und -gestaltung

Die Zusammensetzung der Grundfutterration im Verlauf des Versuchs zeigt Tabelle 4.
Wahrend der Kontrollphase wurde die bereits gewohnte Grundfutterration (Teilmischration,
Teil-TMR) beibehalten. Diese deckte energetisch eine Milchleistung von 15 Litern/Kuh/Tag ab
und bestand aus Weizenstroh, Heu, FutterrGben, Maissilage, Rapsextraktionsschrot, einem
vitamin- und mineralstoffreichen Erganzungsfutter und Wasser. Je weiterem Liter
Milchleistung stand den Kiihen 0,5 kg Kraftfutter?, jedoch maximal 4,5 kg Kraftfutter/Tag zur
Verflgung. Taglich wurde am Fressfanggitter 1 kg Kraftfutter pro Kuh wahrend der
Untersuchungen vorgelegt. Das restliche Kraftfutter konnte Uber Kraftfutterautomaten
aufgenommen werden. In der Teil-TMR wurde, wahrend der Gewdhnungs- sowie der

Expositionsphase, ein Teil der Maissilage 1:1 (bezogen auf das Frischsubstanzgewicht) durch

" Eine Kuh aus Gruppe 1 wurde aufgrund einer nicht-versuchsbedingten Erkrankung (Lahmheit) im
Laufe des Versuchs ausgeschlossen. Die Berechnung der Daten erfolgte ohne die erkrankte Kuh.

2 Milchleistungsfutter Fa. Schaumann, XP: 17,98 %, XL: 1,40 %, RF: 7,12 %, XA: 6,39 %, 11,35 MJ
ME/kg
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Tabelle 4: Zusammensetzung der Grundfutterration (Teil-TMR) im Verlauf des Versuchs

Kontrollphase Gewdhnungsphase Expositionsphase Nachphase
Tag 1-7 Tag 8-9 Tag 10-11 Tag 12-14 Tag 15-20 Tag 21-28

Gruppe 1+2 Gruppe 1+2 Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 1+2
Maissilage (kg TS) 7,56 7,20 6,84 6,48 6,73 5,90 7,56
GP-Hanfsilage (CB|) (kg TS) - 0,31 0,61 0,92 - - -
BBS-Hanfsilage (CB1) (kg TS) - - - - 0,84 1,68 -
Weizenstroh (kg TS) 1,03 1,03 1,03 1,03 1,03 1,03 1,03
Heu, 1. Schnitt, Blite (kg TS) 0,87 0,87 0,87 0,87 0,87 0,87 0,87
Futterriben (kg TS) 1,17 1,17 1,17 1,17 1,17 1,17 1,17
Rapsextraktionsschrot (kg TS) 3,60 3,60 3,60 3,60 3,60 3,60 3,60
Erganzungsfutter (kg TS) 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88
Wasser (L) 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50
Gesamt-TS 15,11 15,06 15,00 14,95 15,12 15,13 15,11
NEL (MJ/kg TS) 6,6 6,5 6,5 6,4 6,6 6,5 6,6
Rohprotein (g/kg TS) 144 145 145 146 148 152 144
Rohfett (g/kg TS) 31 30 30 29 37 44 31
Rohfaser (g/kg TS) 171 177 183 189 179 186 171
Rohasche (g/kg TS) 69 70 72 73 78 86 69
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Hanfsilage ersetzt. Die einzelnen Komponenten der Teil-TMR wurden morgens frisch
abgewogen, mit Hilfe eines Futtermischwagens (SEKO Samurai Pony Self MD 40) vermengt
und die Tagesration je Gruppe anschlielend in die Wiegetroge eingeflllt. Futterreste vom

Vortrag wurden zuvor entfernt.
3.4 Versuchsdurchfuhrung

3.4.1 Versuchsphasen
Den Versuchsablauf fasst Abbildung 1 zusammen. Die jeweils finf Milchkiihe der beiden

Gruppen durchliefen nacheinander die folgenden vier Versuchsphasen:

3.4.1.1 Kontrollphase
Wahrend der 7-tagigen Kontrollphase erhielten alle Tiere die bisher gewohnte, nutzhanffreie
Teil-TMR. Durch das Vorschalten einer Kontrollphase mit allen Tieren, die anschlieend im
Versuch mit Nutzhanf gefiittert wurden, wurde erreicht, dass sich jedes Tier in den
untersuchten Parametern als eigene Kontrolle dient. Damit konnten tierindividuelle

Besonderheiten bei der Versuchsauswertung gesondert betrachtet werden.

3.4.1.2 Gewohnungsphase
In der 7-tagigen Gewdhnungsphase wurde in beiden Gruppen die Maissilage anteilig durch
die GP-Silage mit einem geringen Gehalt an Cannabinoiden (A°-THC: 58 mg/kg TS, CBD:
805 mg/kg TS) ersetzt. Der tagliche Anteil der Nutzhanfsilage in der Teil-TMR wurde
kontinuierlich von 0,31 kg TS/Tier/Tag auf 0,92 kg TS/Tier/Tag gesteigert. Wahrend dieser
Phase erfolgte die schrittweise Gewdhnung der Kihe an das neue Futtermittel (Adaptation
Pansenmilieu, Gew6hnung an Hanfaroma), ohne diese bereits hoheren Cannabinoidgehalten

auszusetzen.

3.4.1.3 Expositionsphase
Wahrend der 6-tdgigen Expositionsphase wurde in beiden Gruppen die Maissilage anteilig
durch die BBS-Silage mit dem hoheren Cannabinoidgehalt (A°-THC: 1255 mg/kg TS, CBD:
8304 mg/kg TS) ersetzt. Gruppe 1 erhielt hiervon 0,84 kg TS, Gruppe 2 erhielt 1,68 kg TS pro
Tier und Tag. Die Dauer der Expositionsphase begriindet sich durch das nach vier bis flinf
Tagen erreichte Steady-state der mammaren A°-THC-Exkretion, welches in der Literatur zitiert

wird sowie einem Sicherheitsaufschlag.

3.4.1.4 Nachphase
In der 8-tdgigen Nachphase erhielten die Kiihe wieder die gewohnte, nutzhanffreie

Futterration. Da die vorhandene Literatur keine Empfehlungen flir die Dauer der Nachphase
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Kontrollphase (7d) Gewohnungsphase (7d) Expositionsphase (6d) Nachphase (8d)

0.84 kg TS/Kuh

_ ie Cannabinoidgehalt | Hanfsilage

Cannabinoidgehalt 1

S/Kuh

Tag 7 14 28

20
" Milchproben Cannabinoide I I t t t I t t I
T Milchproben Inhaltsstoffe
2 Blutproben
T Wiegen

Abbildung 1: Uberblick der Versuchsphasen, Untersuchungen und Probenahmen. ' Beprobung aller Tiere pro Gruppe, 2 Bebrobung von
zwei Tieren pro Gruppe. Graue Pfeile markieren die Beprobungstage und untersuchte Parameter. Gestreifte Linien in den Pfeilen zeigen an,
dass an diesem Tag keine Probenahme fir diesen Parameter stattfand.
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lieferte, wurde eine, bei ahnlichen Versuchen zum Transfer von unerwiinschten Stoffen in

Lebensmittel tierischer Herkunft bewahrte Dauer gewahilt.
3.4.2 Untersuchungen und Probenahme

3.4.2.1 Futteraufnahme und Futtermittelproben
Die Aufnahme des Grundfutters wurde Uber vollautomatische transpondergesteuerte
Wiegetrége (Fa. Lemmer Fullwood, RIC Raufutterverwiegung) bestimmt. Diese ermdglichten
es, Uber eine Transpondererkennung jeden Fressvorgang sowie die aufgenommene
Futtermenge tierindividuell zu erfassen. Das  Kraftfutter wurde, ebenfalls
transpondergesteuert, Uber einen Kraftfutterautomaten (Fa. Lemmer Fullwood, Fullexpert
Kraftfutterstation) zur Verfiigung gestellt. Die Ausgabe der jeweils erfassten Futteraufnahme

erfolgte Uber das PC-Programm Lemmer Fullwood Fusion Crystal.

Wahrend der unter Punkt 3.1.2 beschriebenen Portionierung der Nutzhanfsilagen wurden von
jeder Sorte aus verschiedenen Bereichen des, mit der Forke durchmischten Silagehaufens
insgesamt 1 kg an Probenmaterial fur die Cannabinoidanalytik entnommen, in Gefrierbeutel
aus Polyethylen (PE) verpackt und bei —20 °C tiefgefroren. Analog zu diesem Vorgehen
wurden von beiden Silagen jeweils 5 kg Probenmaterial fur einen Hohenheimer Futterwerttest

sowie jeweils 1 kg zur Beurteilung der Silagequalitadt entnommen, verpackt und tiefgefroren.

Zudem wurde eine 400 g Probe der nutzhanffreien Teil-TMR fur die Cannabinoidanalytik

entnommen, in PE-Gefrierbeutel verpackt und tiefgefroren.

3.4.2.2 Tierverhalten und Vitalparameter
Uber den gesamten Versuchszeitraum hinweg wurden die Tiere beider Gruppen taglich um
09:30 Uhr fir eine halbe Stunde sowie zusatzlich wahrend der Ublichen Stallroutine
beobachtet und auffalliges Verhalten im Vergleich zur Kontrollphase notiert. Hierbei war nur
eine erste Erfassung maoglicher Auswirkungen beabsichtigt, weshalb keine Standardisierung
mittels Ethogramm erfolgte. Das Hauptaugenmerk lag auf den in der Literatur beschriebenen

Parametern ,Muskelzittern®, ,Hypersalivation“ und ,gestérte Bewegungskoordination®.

Im Anschluss an die Tierbeobachtung wurden die Tiere durch Vorlage von 1 kg Kraftfutter/Kuh
in die Fressfanggitter gelockt und in diesen fixiert. Dann erfolgte die Erfassung und
Protokollierung der Vitalparameter (Atemfrequenz, Herzfrequenz, Kérpertemperatur) durch
jeweils eine Person/Gruppe in beiden Gruppen parallel. Zuerst wurde die Atemfrequenz aller
Tiere adspektorisch durch Zahlung der Atembewegungen in der Flankenregion ermittelt.
AnschlielRend wurden nacheinander bei jedem Tier die restlichen Vitalparameter erhoben. Die
Erfassung der Herzfrequenz erfolgte durch Auskultation der Brustwand mittels Stethoskops

(Littmann Classic Il S.E., Littmann Cardiology Il S.E.) unterhalb der Ankondenmuskulatur. Die
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Messung der Kérpertemperatur erfolgte rektal mit dem Thermometer (Veterinarthermometer
SC 12, Fa. Scala Electronic GmbH). Die Kiihe wurden direkt nach Erfassung der
Vitalparameter aus dem Fressfanggitter entlassen, um die individuellen Standzeiten so gering

wie moglich zu halten.

3.4.2.3 Korpergewicht
Einmal wdchentlich wurden die Tiere nach dem morgendlichen Melken und vor erneuter

Futter- und Wasseraufnahme gewogen (Fa. WAGMA, Groftviechwaage 90 x 200 cm).

3.4.2.4 Milchleistung und Milchproben
Die Kiihe wurden zweimal taglich in einem Doppeltandem-Melkstand (Fa. Lemmer Fullwood,
Autotandem, Milchmengenerfassungssoftware Crystal) bis zur vollstandigen Entleerung des
Euters gemolken. Die Milch jeder Kuh wurde einzeln in Milchkannen (30 Liter, Polycarbonat)
aufgefangen. Da die Vorlage der taglichen Teil-TMR erst morgens nach dem Melken erfolgte,
wurden die Milchmengen datumsibergreifend (Abendgemelk plus darauffolgendes
Morgengemelk) erfasst. Hierflir wurde die Menge des Gemelks (in Liter) abends und morgens
an der Anzeige der Melkanlage abgelesen, lber den Faktor 1,02 (Milch-Guteverordnung) in

kg umgerechnet und die Werte zur Tagesmilchleistung addiert.

Das in der Kanne aufgefangene Gemelk jeder Kuh wurde mit Hilfe eines Edelstahl-
Milchriihrers mit gelochter Rihrscheibe durch zigige Auf- und Ab-Bewegungen flr
30 Sekunden durchmischt, um eine gleichmafige Verteilung der lipophilen Cannabinoide zu
erreichen. Direkt im Anschluss wurden Milchproben mit einer Schopfkelle aus der Milchkanne
entnommen und in die vorgesehenen Probengefalie fiir die Bestimmung der Milchinhaltsstoffe

sowie die Cannabinoidanalytik gefillt.

Fir die Analytik der Milchinhaltsstoffe wurden am Ende jeder Versuchsphase Proben
entnommen. Diese wurden in weilte Kunststoffflaschen (Fa. Lemmer Fullwood) gefiillt und bis
zur Analyse bei 8 °C gekihlt. Die abendlichen Milchproben wurden am Folgetag gemeinsam

mit den morgendlichen Milchproben analysiert.

Fir die Cannabinoidanalytik wurden am letzten Tag der Kontrollphase (Tag 7) von allen Tieren
Milchproben als 1. Nullprobe gewonnen. Am letzten Tag der Gewoéhnungsphase (Tag 14)
wurden erneut von allen Tieren Milchproben als 2. Nullprobe gewonnen, da durch die
Fltterung der Nutzhanfsilage mit geringem A°-THC-Gehalt bereits, wenngleich auch in sehr
geringem Umfang, Cannabinoide durch die Tiere aufgenommen wurden. Wahrend der
Expositions- und Nachphase erfolgte die Beprobung taglich. Eine Ausnahme bildeten der 5.
und 7. Tag der Nachphase (Tag 25 und 27). Die fehlenden Werte wurden im Rahmen der

Auswertung interpoliert.
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Die Proben fiir die Cannabinoidanalytik wurden in braune 250 ml Hart-Polyethylen (HDPE)-
Weithalsflaschen (Fa. Nalgene) geflllt und zunachst bei 8 °C gekiihlt. Aus oben aufgefiihrten
Grinden wurde die abendliche Milchprobe einer Kuh, ebenfalls datumstbergreifend, am
Folgetag mit der dazugehdrigen morgendlichen Milchprobe zu einer Sammelmilchprobe
vermischt. Daflir wurden die Proben fiir ca. 2 Stunden in ein Wasserbad gestellt und langsam
auf 37-37,5°C erwarmt. Nach Erreichen der gewlinschten Milchtemperatur wurden die
Proben des jeweiligen Abendeinzelgemelks (A—EG) und Morgeneinzelgemelks (M-EG) eines
Tieres dem Wasserbad entnommen und in den geschlossenen Flaschen grindlich unter
Vermeidung von Schaumbildung vermischt, um das aufgerahmte Milchfett wieder in der Probe
zu verteilen. Anschlieend wurden mit Hilfe eines Messzylinders aus Glas (Fa. Dagra, hohe
Form, Skala 500:5) die Proben des Abend- und Morgeneinzelgemelks anteilig zu ihrem Beitrag
an der Tagesmilchmenge der einzelnen Kuh zu einer 250 ml Sammelmilchprobe (SP)

zusammengefuhrt und anschlieend bei —20 °C bis zur Analytik aufbewahrt.
Folgende Formeln wurden fiir die Berechnung der Anteile eingesetzt:

Milchmenge A- EG (1) x 250 ml

Benotigte Menge A- EG fiir SP (ml) = Tagesmilchmenge

Milchmenge M- EG (1) x 250 ml
Tagesmilchmenge

Benotigte Menge M- EG fiir SP (ml) =

3.4.2.5 Blutplasmaproben
In jeder Versuchsphase wurden von den immer gleichen zwei Tieren pro Gruppe (Auswabhl
randomisiert) nach Erfassung der Vitalparameter Blutproben fiir die Cannabinoidanalytik
entnommen. Beim bereits im Fressfanggitter fixierten Tier wurde die Vena jugularis gestaut
(Aderlassschnur, Fa. WDT) und nach Desinfektion der Einstichstelle mit einer Strauss Kaniile
(1,8 x43 mm) punktiert. Das austretende Blut wurde in 50 ml Zentrifugenréhrchen
(Polypropylen (PP), Fa. VWR) aufgefangen, in welche vor Versuchsbeginn jeweils 89-90 mg
des Gerinnungshemmers di-Kaliumoxalat-Monohydrat (Fa. Merck) eingewogen wurde. Pro
Kuh wurden drei Zentrifugenréhrchen mit 40—45 ml Blut gefiillt. Die R6hrchen wurden sofort
verschlossen und mehrmals vorsichtig geschwenkt. Dann wurden die Blutproben fir
30 Minuten bei 8 °C gekuhlt und anschlieBend bei 3000 U (entsprechend 1876g) flr
15 Minuten bei 15 °C zentrifugiert (Du Pont Sorvall® RT6000D). Das abgetrennte Blutplasma
jeder Kuh wurde gesammelt mit Hilfe von Einmalpipetten in braune 60 ml HDPE-
Weithalsflaschen (Fa. Nalgene) Uberfuhrt, verschlossen und bei —20 °C bis zur Analyse

aufbewahrt.
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3.5 Analytik

3.5.1 Futteranalysen

Die futtermittelanalytische Untersuchung der Rohnahrstoffe der beiden Nutzhanfsilagen
erfolgte nach standardisierten Verfahren im Rahmen der Weender Futtermittelanalyse und
erweiterten Methoden (Naumann und Bassler 2004) am Leibniz-Institut fir Agrartechnik und
Biookonomie e.V. Potsdam (ATB). Sie umfassten die Trockensubstanz (bei 105 °C) sowie
Rohasche, Rohprotein und Rohfett. Die Faserfraktionen (NDF, ADForg, ADL) wurden mit Hilfe
der Faser-Fraktionierung nach van Soest bestimmt. Der pH-Wert der Silagen wurde mittels

pH-Meter (EinstabmelRelektrode mit Temperaturkompensation, Fa. WTW) gemessen.

Beim Landeskontrollverband Berlin-Brandenburg e.V. wurden nach standardisierten
Verfahren (VDLUFA 1976) bestimmt: Rohfaser, Stickstoff, Ammoniak, Garsauren sowie
Alkohole.

Zur energetischen Bewertung der Hanfsilagen wurde ein Hohenheimer Futterwerttest nach
Steingal® und Menke (1986) durchgeflihrt (Fa. Biopract GmbH, Berlin). Die Bestimmung der

Gasbildungswerte erfolgte unter Verwendung der folgenden Gleichung:

(V24 — VO + V8 — 30 — Gb0) * 200 F(Heu)2+ F(KF)

Einwaage in mg TS

Gb (ml/200 mg TS) =

GbO0: durchschnittliches Gasvolumen der Nullproben (Pansensaft) nach 24 Stunden

F(Heu): der Sollwert von Standardheu von 49,61 geteilt durch das durchschnittliche

Gasvolumen der Standardheuproben nach 24 Stunden

F(KF): der Sollwert von Standardkraftfutter von 61,13 geteilt durch das durchschnittliche

Gasvolumen der Standardkraftfutterproben nach 24 Stunden

V: durchschnittliches Gasvolumen der Hanfsilageproben zu Versuchsbeginn (V0), nach 8
Stunden (V8) bzw. nach 24 Stunden (V24)

Die Schatzung der Gehalte an umsetzbarer Energie (ME) und Nettoenergie Laktation (NEL)

der Nutzhanfsilagen erfolgte nach den folgenden Gleichungen:

Schatzgleichung Gehalt an umsetzbarer Energie (ME) fir Gras/Grassilagen (GfE 2008)

ME = 7,81 + 0,07559 * Gb — 0,00384 * XA + 0,00565 * XP + 0,01898 x XL — 0,00831 * ADForg
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Schatzgleichung Nettoenergie Laktation (NEL) (GfE 2008)

ME

NEL = ME * (0,46 + 12,38 * m

)

Gb = Gasbildung (ml/200 mg TS)

XA = Rohasche (g/kg TS)

XP = Rohprotein (g/kg TS)

XL = Rohfett (g/kg TS)

ADForg = organischer Anteil der Sdure-Detergenzien-Faser (g/kg TS)
ME = umsetzbare Energie (MJ/kg TS)

NEL = Nettoenergie Laktation (MJ/kg TS)

3.5.2 Milchinhaltsstoffe
Die Bestimmung der Milchinhaltsstoffe erfolgte durch das Laborpersonal des BfR unter

Berilcksichtigung der hausinternen Untersuchungsprotokolle. Bestimmt wurden:

o Fett, Eiweild, Laktose, Trockenmasse, fettfreie Trockenmasse (Milkoscan 133 B, Fa.
Foss; akkreditierte Methoden)

e Harnstoff (Reflotron, Fa. Roche)

e Somatische Zellen/Zellzahl (DCC, Fa. DelLaval)

3.5.3 Cannabinoidanalytik

Die Bestimmung der Cannabinoide erfolgte durch das Chemische und
Veterinaruntersuchungsamt Minsterland-Emscher-Lippe (CVUA-MEL). Die nachfolgend im
Uberblick dargestellte Methode wurde im Rahmen einer Masterarbeit entwickelt und

modifiziert in einer Publikation veroffentlicht (Wagner et al. 2022, Meyer 2016).

3.5.3.1 Cannabinoidspektrum, Bestimmungs- und Nachweisgrenzen
Folgende Cannabinoide wurden in den Nutzhanfsilagen, Milch- und Blutplasmaproben
analysiert: A>-THC, A8-THC, A®-THCA, 11-OH-THC3, THC-COOHS?, A®-THCV, CBD, CBN und
CBDV.

In Futtermitteln lag die Bestimmungsgrenze bzw. Nachweisgrenze der oben aufgefiihrten
Cannabinboide, bis auf A%-THCV, bei 2 bzw. 1 ug/kgFS. Fir A°-THCV betrug die
Bestimmungs- bzw. Nachweisgrenze 1 bzw. 0,5 ug/kg FS.

3 Nur in Milch- und Blutplasmaproben analysiert
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In den Milch- und Blutplasmaproben lag die Bestimmungs- bzw. Nachweisgrenze fir A%-THC,
A8-THC, A°-THCA, CBD, CBDV und CBN bei 0,2 bzw. 0,1 ug/kg (Milch) bzw. pg/L (Plasma).
Far A°-THCV, 11-OH-THC und THC-COOH lag die Bestimmungs- bzw. Nachweisgrenze bei
1 bzw. 0,5 pg/kg (Milch) bzw. pg/l (Plasma).

3.5.3.2 Probenaufbereitung Futtermittel
Nach Zerkleinerung und Homogenisierung wurden die Futtermittelproben mit Na;SO4 versetzt,
auf eine Extraktionshilse gegeben und mit Aceton flir 6—8 h im Soxhlet-Aufsatz extrahiert. Das
Lésungsmittel wurde nach Einengung mit Aceton aufgefiillt und nétigenfalls verdinnt, um fir
die HPLC-MS/MS-Analyse Signalstarken im Kalibrationsbereich zu erreichen. Der erhaltene
Extrakt wurde mit einer internen Standard-Ldsung (ISTD) und Ethylenglykol versetzt und bis
zur Trockene eingeengt, um anschlielend in Cyclohexan/Essigester gelost und auf den Gel-
Permeations-Chromatografen (GPC) gegeben zu werden. Das Eluat wurde aufgefangen, mit
einem Flielmittel aus Acetonitril, Wasser und Ameisensaure und Recovery-Standardldésung
versetzt und filtriert. Zuvor stark verdiinnte Proben wurden ohne vorherige GPC mit dem

FlieBmittel-Gemisch und Recovery-Standardlésung versetzt und filtriert.

3.5.3.3 Probenaufbereitung Milch
Die Milchproben wurden in Polypropylenréhrchen eingewogen, mit ISTD-Lésung und Aceton
versetzt und anschlieRend auf dem Kreisschiittler geschiittelt. Die ausgefallenen Milchproteine
und Zucker wurden abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit n-Hexan und NaCl-Lésung
versetzt und erneut geschuttelt. Nach der Phasentrennung wurde die organische Phase mit
Na,SO. versetzt und zunachst eingeengt. AnschlieRend wurde sie in ein Glasréhrchen mit
n-Hexan Uberfuhrt und bis zur Trockene eingeengt. Die weitere Aufbereitung fur die HPLC-

MS/MS erfolgte analog zu den Futtermittelproben.

3.5.3.4 Probenaufbereitung Blutplasma
Um im Blutplasma mit Glucuronsaure konjugierte Cannabinoide erfassen zu kénnen, wurden
die Proben mittels Glucuronidaseldsung unter Phosphatpuffer einer Glucuronidspaltung
unterzogen. Im Anschluss an die Hydrolyse wurde die Probe mit Phosphatpuffer, Essigsaure,
ISTD-L6sung und Aceton versetzt, im Kreisschuttler geschuttelt und ausfallende Feststoffe
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit n-Hexan und NaCl-Lésung versetzt und geschiittelt.
Nach der Phasentrennung wurde die organische Phase mit Na SO, versetzt und nach Zugabe
von Ethylenglykol bis zur Trockene eingeengt. Die weitere Aufbereitung fur die HPLC-MS/MS
erfolgte analog zu den Futtermittelproben. Vergleichend wurden die Blutplasmaproben analog

ohne vorherige Glucuronidspaltung analysiert.
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3.5.3.5 HPLC-MS/MS Analyse
Die Detektion der Cannabinoide aus den hergestellten Extrakten erfolgte im Agilent 6460A
Triple Quad Massenspektrometer mit ZorBAX SB-C18 Trennsdule und einer
Saulentemperatur von 30 °C. Als FlieBmittel dienten AcetonitrilAmeisensaure und
Wasser/Ameisensaure, welche im wechselnden Gradienten verwendet wurden. Als

lonenquelle diente die Elektrospray-lonisation (ESI) im Positiv-lonenmodus.

Der qualitative Nachweis der Cannabinoide erfolgt tiber die Retentionszeit und das Verhaltnis
aus zweitem Ubergang zu erstem Ubergang. Die Quantifizierung der Cannabinoide erfolgte

Uber die Flache des ersten Ubergangs.

3.5.3.6 Bestimmung des THC-Gehalts mittels Gaschromatografie
Vergleichend wurde durch das CVUA-MEL der THC-Gehalt der beiden Hanfsilagen nach der
Unionsmethode (Delegierte Verordnung (EU) 2022/126) bestimmt.

3.6 Transferberechnung

Die, bedingt durch das Versuchsdesign, fehlenden Messwerte der Milch-Cannabinoidgehalte
am 25. und 27. Versuchstag wurden mittels folgender Gleichung interpoliert und in die

Transferberechnung einbezogen:

Cannabinoidgehalt Tag x interpoliert =
(% * (Cannabinoidgehalt Tagx-1 — Cannabinoidgehalt 1ag X+1)) + Cannabinoidgehalt Tag x+1

Die Berechnung des Transfers von Cannabinoiden aus dem Futter in die Milch wahrend der

Expositions- und Nachphase erfolgte mit folgender Gleichung:

Y. Cannabinoidgehalt der Milch (ug/kg) Tag 14 — 28

100
Y.Cannabinoidaufnahme mit dem Futter (ug/Tag) Tag 14 — 28 i

Transferrate =

Die Angabe der Daten erfolgte als Mittelwert £ Standardabweichung. Abweichungen zwischen
Mittelwert und Median von Uber 0,05 % wurden gesondert angegeben. Bei der Auswertung
der Transferraten wurden AusreilRer mittels Boxplot (IBM SPSS Statistics) identifiziert. Beim
Vorliegen extremer Ausreiller mit einem mehr als 3-fachen Interquartilabstand (IQA) vom

ersten bzw. dritten Quartil wurden die Transferraten zuséatzlich ohne diese Werte berechnet.

3.7 Expositionsschatzung

Fir die Beurteilung der Exposition des Verbrauchers gegeniiber A°>-THC aus Kuhmilch und
daraus hergestellten Milchprodukten wurde eine Expositionsschatzung mit Hilfe des RACE

(Rapid Assessment of Contaminant Exposure) -Tools der EFSA durchgefiihrt. Das RACE-Tool
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nutzt Informationen aus der europaischen Datenbank zum Lebensmittelverzehr (EFSA
Comprehensive European Food Consumption Database), um Schatzungen der akuten und
chronischen Exposition verschiedener Verbrauchergruppen gegeniber chemischen
Kontaminaten aus einzelnen Lebensmitteln zu erstellen. Das Ergebnis wird dann mit einem
gesundheitsbezogenen Richtwert oder anderen relevanten toxikologischen Referenzpunkten
verglichen (EFSA 2019).

Zur Expositionsschatzung wurde im RACE-Tool die Lebensmittelkategorie ,Milch und
Milchprodukte“ ausgewahlt. Als Referenzpunkt wurde eine akute Referenzdosis (ARfD) von
1 ug/kg Korpergewicht zugrunde gelegt (EFSA 2015). Die Expositionsschatzung wurde fur die
folgenden A%-THC-Gehalte in der Milch durchgefiihrt:

. 4,0 yg/kg: durchschnittlicher Gehalt in Gruppe 1 und 2 am letzten Tag der

Gewdhnungsphase

94,2 ug/kg: durchschnittlicher Gehalt in Gruppe 1 in der Expositionsphase

152,0 ug’kg: maximaler Gehalt einer individuellen Sammelprobe in Gruppe 1 in der

Expositionsphase

192,9 ug/kg: durchschnittlicher Gehalt in Gruppe 2 in der Expositionsphase

316,0 ug/kg: maximaler Gehalt einer individuellen Sammelprobe in Gruppe 2 in der

Expositionsphase

Far die Berechnung der durchschnittlichen A%>-THC-Gehalte in der Expositionsphase wurden
nur die Werte der Versuchstage 16—20 herangezogen, um die Anflutung der Substanz am

ersten Tag der Phase auszuklammern (Abbildung 11).

In der vorliegenden Arbeit wurde von der RACE-Tool-Ausgabe nur die Zusammenfassung der
prozentualen Ausschopfung der ARfD von Durchschnitts- und Vielverzehrern (P95) der

folgenden Verbrauchergruppen prasentiert:

e Babys 1 bis inklusive 11 Monate
e Kleinkinder 2 1 Jahr bis < 3 Jahre

e andere Kinder 2 3 Jahre bis < 10 Jahre
e Jugendliche 2 10 Jahre bis < 18 Jahre
e Erwachsene 2 18 Jahre bis < 65 Jahre
e alte Menschen 2 65 Jahre bis < 75 Jahre

e sehralte Menschen =75 Jahre
e Schwangere
e Stillende
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Diese Ausgabe entspricht dem ,Worst-case-Szenario®. Auf die Ausgabe der Einzelstudien der

Lander wurde nicht eingegangen.

3.8 Statistik

Aufgrund einer nicht-versuchsbedingten Erkrankung (Lahmheit) einer Milchkuh aus Gruppe 1
wahrend der Kontrollphase wurde diese aus dem Versuch ausgeschlossen. Die statistische
Auswertung der im Versuch gewonnenen Daten der verbliebenen neun Kihe erfolgte mithilfe
des Statistikprogramms IBM SPSS Statistics, Version 21.0.0.0. Zunachst wurden die
Datensatze je Variable mittels Shapiro-Wilk-Test unter Zuhilfenahme der Q-Q-Diagramme
sowie der zugehdrigen Boxplots auf ihre Normalverteilung hin Gberpraft. Aufgrund des
geringen Stichprobenumfangs wurde wiederholt die Annahme der Hypothese der
Normalverteilung durch den Shapiro-Wilk-Test in Ubereinstimmung mit den Q-Q-Diagrammen
und Boxplots verworfen. Fur weitere statistische Auswertungen wurden nicht-parametrische-
Tests herangezogen. Vergleiche zwischen den beiden Versuchsgruppen innerhalb einer
Versuchsphase wurden mittels Mann-Whitney-U-Test gezogen. Die globale Feststellung von
Unterschieden zwischen den einzelnen Versuchsphasen innerhalb einer Gruppe erfolgte
mittels Friedman-Test. Beim Vorliegen von globalen Unterschieden wurde mittels Dunn-
Bonferroni-Tests als Post-hoc-Tests bestimmt, welche Versuchsphasen sich voneinander

unterscheiden. Das Signifikanzniveau wurde bei allen Tests auf p < 0,05 festgelegt.

Fur die grafische bzw. tabellarische Darstellung nicht-normalverteilter Datensatze einer
Variablen wurden die Gruppenmittelwerte und -mediane in den darstellungsrelevanten
Zeitabschnitten  zunachst miteinander verglichen. Da bei den Parametern
Cannabinoidaufnahme sowie beim Gehalt der einzelnen Cannabinoide in der Milch trotz
fehlender Normalverteilung nur geringe Abweichungen zwischen Mittelwert und Median
bestanden, wurde in der vorliegenden Arbeit aufgrund des héheren Informationsgehalts der
Mittelwert + Standardabweichung (MW x SD) in Grafiken und Tabellen angegeben. Im Hinblick
auf die in der Landwirtschaft tbliche Sammlung der Kuhmilch einer Herde im Milchtank
spiegelt der Mittelwert zudem den Cannabinoidgehalt in der Milch, die vom Verbraucher
konsumiert werden kann, besser wider. Demgegeniber wurde fir die Darstellung von
Futteraufnahme, Vitalparametern, Milchleistung und Milchinhaltsstoffen eine Darstellung aus
Median sowie Minimum und Maximum gewahlt, da diese geeigneter fir die Beschreibung der
Gesundheit des Einzeltieres ist. Zur sprachlichen Abgrenzung wird im Text

~durchschnittliche(r)* fur den Mittelwert und ,mittlere(r)“ fir den Median verwendet.

Grafiken wurden mithilfe von Microsoft Excel, Version 14.0.7232.5000 erstellt.
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4.1 Gesundheitsstatus der Tiere im Versuchszeitraum

Der Versuch wurde mit zehn Milchkiihen begonnen. Am Ende der Kontrollphase kam es zu
einer nicht-versuchsbedingten Erkrankung (Lahmheit) einer Kuh aus Gruppe 1. Das erkrankte
Tier wurde nach erfolglosem Therapieversuch wahrend der Gewdhnungsphase aus dem
Versuch genommen. Die bis dahin erfassten Daten des Tieres wurden nicht mit in die

Auswertung einbezogen.

Eine weitere Kuh aus Gruppe 1 zeigte am siebenten Versuchstag (Kontrollphase) erhéhte
Zellgehalte in der Milch. Nach positivem Schalmtest wurde das hintere rechte Euterviertel der
Kuh intramammar antibiotisch behandelt (Ubrolexin ad us. vet., Fa. Boehringer Ingelheim).
Aufgrund des einwdchigen Abstands bis zur nachsten Milchprobe fiir die Cannabinoidanalytik
wird nicht von einer Beeinflussung der Versuchsergebnisse durch die Behandlung

ausgegangen.

In Gruppe 2 fiel eine Kuh am zweiten Tag der Kontrollphase bei der routinemafRigen
Uberprifung der Milch (2x wochentlich, Keto-Test, Fa. Elanco) durch erhdhte Gehalte an
B-Hydroxybutyrat (BHB) (200-499 pmol/l) auf, woraufhin diese bis zum Ende der Kontrollphase
mit Propylenglycol (2x taglich, p.o.) behandelt wurde. Zuséatzlich zeigte die Kuh am sechsten
Versuchstag (Kontrollphase) Fieber, sowie am siebenten Versuchstag erhdhte Zellzahlgehalte
in der Milch. Nach positivem Schalmtest wurde das hintere linke Euterviertel der Kuh
intramammar antibiotisch behandelt (Ubrolexin ad us. vet.,, Fa. Boehringer Ingelheim).
Wahrend der Gewdhnungsphase blieben die BHB-Gehalte des Tieres im Normalbereich. Vom
16. bis 26. Versuchstag (2. Tag Expositionsphase bis 6. Tag Nachphase) wurde die Kuh erneut
aufgrund erhdhter BHB-Gehalte der Milch (200—499 umol/l) mit Propylenglycol behandelt. Der
letzte BHB-Test am 27. Versuchstag (7. Tag Nachphase) zeigte nur ein schwach positives
Testergebnis (100-199 pmol/l). Es wurden keine Symptome einer klinischen Ketose
beobachtet. Da sich die Vitalparameter des Tieres, bis auf genannte Ausnahmen, nicht
auffallig von denen der anderen Versuchstiere unterschieden, wurde beschlossen, die Daten
des Tieres im Rahmen der Versuchsauswertung einzubeziehen. Von besonderem Interesse
war, ob die erhdhte Belastung der Leber im Rahmen der subklinischen Ketose durch
Stoffwechselveranderungen zu abweichenden Transferraten der Cannabinoide aus dem
Futter in die Milch fuhrte. Eine Auswertung des Versuchs ohne diese Kuh lieferte vergleichbare

Ergebnisse (Wagner et al. 2022).
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4.2 Ergebnisse der Messungen an den Milchkiihen

4.21 Futteraufnahme

Tabelle 5 zeigt die Entwicklung der mittleren Futteraufnahme (kg TS/Kuh/Versuchstag; inkl.
Kraftfutter) beider Gruppen in Abhangigkeit von der Versuchsphase. Innerhalb von Gruppe 1
blieb die mittlere Futteraufnahme wahrend der Kontroll- und Gewéhnungsphase mit 19,99 kg
bzw. 19,11 kg TS/Kuh/Versuchstag anndhernd konstant (p = 1). Unter der cannabinoidreichen
Futterung in der Expositionsphase sank die mittlere Futteraufnahme auf 17,81 kg (p = 0,083
bzw. p = 0,202 im Vergleich zur Kontroll- bzw. Gewdhnungsphase). In der Nachphase war die
mittlere Futteraufnahme mit 17,29 kg noch einmal geringer, jedoch ohne sich signifikant von
der Kontrollphase zu unterscheiden (p =0,061). Auch bei Gruppe 2 blieb die mittlere
Futteraufnahme wahrend der Kontroll- und Gewdhnungsphase mit 17,86 bzw. 17,30 kg
TS/Kuh/Tag annahernd konstant (p = 1). Die Expositionsphase unterschied sich mit einer
mittleren Futteraufnahme von 14,23 kg signifikant von der Kontroll- (p <0,01) und der
Gewdhnungsphase (p < 0,001). In der Nachphase stieg die mittlere Futteraufnahme wieder

und erreichte mit 16,68 kg ungefahr das Niveau der ersten beiden Versuchsphasen (p = 1).

Innerhalb der Kontroll-, Gewdhnungs- und Expositionsphase unterschieden sich die beiden
Gruppen signifikant in ihrer mittleren Futteraufnahme voneinander (p < 0,01), nicht jedoch
wahrend der Nachphase (p = 0,253).

Tabelle 5: Futteraufnahme in Abhangigkeit von Gruppe und Versuchsphase

in kg TS/Kuh/Tag (Median (Minimum — Maximum))

Gruppe 1 Gruppe 2
Phase (n = 4) (n = 5) p (Gruppen)
Kontrollphase 19,99 17,860 <0.001
(CB=0) (16,78 — 21,97) (8,02 — 22,27) ’
GewoOhnungsphase 19,11 17,30° <001
(CB ) (15,31 -21,73) (7,08 — 21,75) ’
Expositionsphase 17,81 14,232 <0.01
(CB1) (9,58 — 21,62) (4,48 — 21,30) ’
Nachphase 17,29 16,68°b 0253
(CB=0) (11,39 — 21,98) (9,32 — 21,92) ’

a  Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den

Phasen innerhalb der Gruppe (p < 0,05), CB: Cannabinoidgehalt im Futter
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Den zeitlichen Verlauf der mittleren Futteraufnahme (kg TS/Kuh) je Gruppe und Tag zeigt
Abbildung 2. Wahrend der Gewdhnungsphase bewegte sich die mittlere Futteraufnahme bei
Gruppe 1 im Bereich von 88-103 % des mittleren Niveaus der Kontrollphase. Bei Gruppe 2
stieg die mittlere Futteraufnahme am ersten Tag der Gewoéhnungsphase zunachst auf 119 %
und schwankte anschlieBend zwischen 92-105 % des mittleren Niveaus der Kontrollphase.
Wahrend der cannabinoidreichen Fultterung in der Expositionsphase blieb die mittlere
Futteraufnahme in der Gruppe 1 mit 73 bzw. 2 x 85 % (Versuchstag 16 bzw. 18 und 19) teils
deutlich unterhalb des mittleren Niveaus der Kontrollphase. Hohere mittlere Futteraufnahmen
wurden mit 2 x 92 bzw. 104 % des mittleren Niveaus der Kontrollphase an den restlichen
Tagen erreicht. Bei Gruppe 2 lag die mittlere Futteraufnahme am ersten Tag der
Expositionsphase (Versuchstag 15) mit 103 % ungefahr beim mittleren Niveau der
Kontrollphase. An den restlichen Tagen der Expositionsphase erreichte die mittlere
Futteraufnahme bei Gruppe 2 nur noch 68-87 % des Vergleichsniveaus. In der Nachphase
blieb die mittlere Futteraufnahme der Gruppe 1 mit 82—97 % unter dem mittleren Niveau der
Kontrollphase. Bei Gruppe 2 lag sie wahrend des ersten Tages der cannabinoidfreien
Futterung der Nachphase (Versuchstag 21) noch bei 80 %, um anschlieRend mit 92—-113 %

das Vergleichsniveau der Kontrollphase wieder zu erreichen.
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Abbildung 2: Verlauf der Futteraufnahme in kg TS/Kuh in Abhangigkeit von Gruppe und
Versuchstag (Median)
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4.2.2 Atemfrequenz

Tabelle 6 zeigt die Entwicklung der mittleren Atemfrequenz (Atemziige/Minute) in den beiden
Gruppen in Abhangigkeit von der Versuchsphase. Innerhalb von Gruppe 1 sank die mittlere
Atemfrequenz von 36 bzw. 34 Atemzigen/Minute wahrend der Kontroll- bzw.
Gewohnungsphase auf 28 Atemziige/Minute wahrend der Expositionsphase (p < 0,001 bzw.
p < 0,05). Wahrend der hanffreien Fltterung in der Nachphase stieg die mittlere Atemfrequenz
wieder auf 34 Atemziige/Minute (p < 0,01). Bei Gruppe 2 sank die mittlere Atemfrequenz von
34 bzw. 36 Atemziigen/Minute wahrend der Kontroll- bzw. Gewoéhnungsphase ebenfalls auf
28 Atemziige/Minute wahrend der Expositionsphase (p < 0,05 bzw. p < 0,001). Wahrend der
hanffreien Futterung in der Nachphase stieg die mittlere Atemfrequenz auf
31 Atemziige/Minute, wobei sich die Phase, im Gegensatz zu Gruppe 1, nicht signifikant von
der Expositionsphase unterschied (p= 0,147). Bei beiden Gruppen konnten keine
signifikanten Unterschiede der mittleren Atemfrequenz zwischen Kontroll- und Nachphase

ermittelt werden (p = 1).

Innerhalb der einzelnen Versuchsphasen konnte kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der

Atemfrequenz zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (p = 0,093 bis 0,463).

Tabelle 6: Atemfrequenz in Abhidngigkeit von Gruppe und Versuchsphase

in Atemziige/Minute (Median (Minimum — Maximum))

Gruppe 1 Gruppe 2

Phase (n = 4) (n = 5) p (Gruppen)
Kontrollphase 36° 34be

(CB = 0) (26 — 48) (24 — 48) 0,354
Gewdhnungsphase 34° 36° 0.463
(CB 1) (24 — 44) (30 - 56) ’
Expositionsphase 28° 28° 0,334
(CB 1) (19 - 40) (22 - 44)

Nachphase 34° 31

(CB =0) (26 — 46) (24 — 46) 0,09

abc  Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den

Phasen innerhalb der Gruppe (p < 0,05), CB: Cannabinoidgehalt im Futter

Den zeitlichen Verlauf der mittleren Atemfrequenz in Abhangigkeit von Gruppe und
Versuchstag zeigt Abbildung 3. Wahrend der Gewohnungsphase bewegte sich die mittlere
Atemfrequenz beider Gruppen bis auf zwei Ausnahmen (Versuchstag 9, Gruppe 2: 118 %;

Versuchstag 12, Gruppe 1: 75 %) im Bereich von 88-114 % des mittleren Niveaus der
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Kontrollphase. Am zweiten Tag der cannabinoidreichen Futterung (Versuchstag 16) erreichte
die mittlere Atemfrequenz der Gruppe 1 nur noch 78 % des mittleren Wertes aus der
Kontrollphase und blieb anschlielend mit 74-75 % auf ungefahr gleichem Niveau. Bei
Gruppe 2 wurden am ersten Tag der cannabinoidreichen Fitterung (Versuchstag 15) nur noch
82 % des mittleren Wertes aus der Kontrollphase erreicht. Der Wert blieb flr den Rest der
Expositionsphase mit 77-88 % stabil unterhalb des Ausgangsniveaus. Bereits am ersten Tag
der Nachphase (Versuchstag 21) erreicht Gruppe 1 mit 94 % nahezu das mittlere
Atemfrequenzniveau der Kontrollphase. Bei Gruppe 2 war der Anstieg auf 94 % des
Ausgangsniveaus der Kontrollphase einen Tag spater (Versuchstag 22) zu verzeichnen. Beide
Gruppen bewegten sich fur den Rest der Nachphase bis auf eine Ausnahme (Gruppe 1: 75 %)
im Bereich von 92-112 % des entsprechenden mittleren Atemfrequenzniveaus der
Kontrollphase. Die Spanne der physiologischen Atemfrequenz (24-36 Atemzige/Minute)
wurde wahrend der Expositionsphase von zwei Tieren aus Gruppe 1 mehrfach unterschritten
(19-23/Minute), bei Gruppe 2 zweimalig von einem Tier (22/Minute). In den anderen drei

Phasen kam es zu keiner Unterschreitung der physiologischen Atemfrequenzspanne.
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4.2.3 Herzfrequenz

Tabelle 7 zeigt die Entwicklung der mittleren Herzfrequenz (Schlage/Minute) in den beiden
Gruppen in Abhangigkeit von der Versuchsphase. Innerhalb von Gruppe 1 sank die mittlere
Herzfrequenz von 80 bzw. 82 Schlagen/Minute wahrend der Kontroll- bzw. Gewdhnungsphase
auf 66 Schlage/Minute wahrend der Expositionsphase (p < 0,001). Bei Gruppe 2 sank die
mittlere Herzfrequenz von 80 bzw. 82 Schlagen/Minute wahrend der Kontroll- bzw.
Gewohnungsphase auf 67 Schlage/Minute wahrend der Expositionsphase (p < 0,001).
Wahrend der hanffreien Fltterung in der Nachphase stieg die mittlere Herzfrequenz bei beiden
Gruppen auf 76 Schlage/Minute (p < 0,01). Bei beiden Gruppen konnte kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der Herzfrequenz zwischen Kontroll- und Nachphase ermittelt werden
(p=0,974 und 0,386).

Innerhalb der einzelnen Versuchsphasen konnte kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der

Herzfrequenz zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (p = 0,366 bis 0,965).

Tabelle 7: Herzfrequenz in Abhédngigkeit von Gruppe und Versuchsphase

in Schlage/Minute (Median (Minimum — Maximum))

Gruppe 1 Gruppe 2
Phase (n=4) (n=5) p (Gruppen)
Kontrollphase 80° 80 0,961
(CB = 0) (68 — 98) (62 — 98) ’
Gewdhnungsphase 82° 82°¢ 0.541
(CB 1) (70 - 116) (70-110) ’
Expositionsphase 66° 672 0,965
(CB 1) (58 — 88) (48 - 84) ’
Nachphase 76° 76°
(CB =0) (64 — 97) (60 - 90) 0,909

abe  Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den

Phasen innerhalb der Gruppe (p < 0,05), CB: Cannabinoidgehalt im Futter

Den zeitlichen Verlauf der mittleren Herzfrequenz in Abhangigkeit von Gruppe und
Versuchstag zeigt Abbildung 4. Wahrend der Gewodhnungsphase bewegte sich die mittlere
Herzfrequenz beider Gruppen bis auf eine Ausnahme (Versuchstag 9, Gruppe 1: 120 %) im
Bereich von 94-110 % des mittleren Niveaus der Kontrollphase. Am ersten und zweiten Tag
der cannabinoidreichen Fltterung (Versuchstag 15 und 16) erreichte die mittlere Herzfrequenz
der Gruppe 1 80 % bzw. 90 % des mittleren Wertes aus der Kontrollphase und blieb

anschlieflend mit 79-85 % auf ungefahr gleichem Niveau. Bei Gruppe 2 wurden am ersten
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und zweiten Tag der cannabinoidreichen Futterung (Versuchstag 15 und 16) 88 % des
mittleren Wertes aus der Kontrollphase erreicht. Der Wert blieb flir den Rest der
Expositionsphase mit 83 % stabil unterhalb des Ausgangsniveaus. Bereits am ersten Tag der
Nachphase (Versuchstag 21) erreichten beide Gruppen mit 103 % (Gruppe 1) bzw. 93 %
(Gruppe 2) nahezu das mittlere Herzfrequenzniveau der Kontrollphase. Beide Gruppen
bewegten sich fir den Rest der Nachphase im Bereich von 89-101 % des entsprechenden
mittleren Herzfrequenzniveaus der Kontrollphase. Die Spanne der physiologischen
Herzfrequenz (60-80 Schldge/Minute) wurde wahrend der Expositionsphase von einem Tier
aus der ersten Gruppe (58 Schlage/Minute) sowie von zwei Tieren aus der zweiten Gruppe
(48-56 Schlage/Minute) mehrfach unterschritten. In den anderen drei Phasen kam es zu

keinen Unterschreitungen der physiologischen Herzfrequenzspanne.
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Abbildung 4: Verlauf der Herzfrequenz in Schlage/Minute in Abhangigkeit von Gruppe

und Versuchstag (Median)

4.2.4 Korpertemperatur

Tabelle 8 zeigt die Entwicklung der mittleren Kérpertemperatur (°C) in den beiden Gruppen in
Abhangigkeit von der Versuchsphase. In Gruppe 1 blieb die mittlere Kérpertemperatur mit
38,3-38,5 °C Uber alle Versuchsphasen nahezu konstant. Globale signifikante Unterschiede
zwischen den Versuchsphasen konnten nicht festgestellt werden (p=0,148). Auch in

Gruppe 2, bei der sich die mittlere Kérpertemperatur in den Versuchsphasen zwischen 38,2—
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38,4 °C bewegte, zeigten sich keine globalen signifikanten Unterschiede zwischen den

Versuchsphasen (p = 0,144).

Innerhalb der einzelnen Versuchsphasen konnte kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der

Kdrpertemperatur zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (p = 0,139 bis 0,813).

Tabelle 8: Korpertemperatur in Abhéangigkeit von Gruppe und Versuchsphase in °C

(Median (Minimum — Maximum))

Gruppe 1 Gruppe 2

Phase (n = 4) (n=5) p (Gruppen)
Kontrollphase 38,5 38,4 0813
(CB=0) (37,8 — 38,7) (37,7 -40,7) ’
Gewdhnungsphase 38,3 38,3 0195
(CB ) (37,7 -38,7) (37,7 —39,0) ’
Expositionsphase 38,3 38,4 0.401
(CB1) (37,2 -38,9) (37,0 - 39,4) ’
Nachphase 38,3 38,2 0139
(CB=0) (37,9 - 38,8) (37,5 -39,0) ’

CB: Cannabinoidgehalt im Futter

Im zeitlichen Verlauf (ohne Abbildung) unterschieden sich die taglichen mittleren
Kérpertemperaturen beider Gruppen mit 98,4-100,8 % kaum vom mittleren Niveau der

Kontrollphase.

Die Spanne der physiologischen Koérpertemperatur (38,0-39,0 °C) wurde von jedem Tier
mindestens einmalig unterschritten. Die Unterschreitungen traten in allen Versuchsphasen auf
und waren in der Regel leicht (37,6—-37,9 °C). Starke Unterschreitungen (37,0-37,5 °C) traten
bei Gruppe 1 zwei Mal wahrend der Expositionsphase auf, bei Gruppe 2 jeweils ein Mal
wahrend der Expositions- und der Nachphase. Zu einer Uberschreitung der Spanne der
physiologischen Kérpertemperatur kam es nur bei einem Tier der Gruppe 2 (Kuh mit der

subklinischen Ketose, siehe Kapitel 4.1).

4.2.5 Korpergewicht

Tabelle 9 zeigt die Entwicklung des mittleren Kérpergewichtes (kg) in den beiden Gruppen in
Abhangigkeit von der Versuchsphase. Wahrend der Kontroll-, Gewohnungs- und
Expositionsphase schwankte das mittlere Koérpergewicht in Gruppe 1 mit 626-639 und in
Gruppe 2 mit 560-584 kg nur wenig und unterschied sich zwischen den einzelnen Phasen

innerhalb einer Gruppe nicht signifikant voneinander (p = 0,165 bis 1). Im Vergleich zur
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Expositionsphase sank das mittlere Kérpergewicht wahrend der Nachphase bei Gruppe 1 auf
618 kg (p < 0,05) bzw. bei Gruppe 2 auf 549 kg (p < 0,01).

Innerhalb der einzelnen Versuchsphasen konnte kein signifikanter Unterschied hinsichtlich
des Koérpergewichtes zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (p*= 0,111 bis 0,286;

* exakte Signifikanz (2x 1-seitig)).

Tabelle 9: Korpergewicht in Abhadngigkeit von Gruppe und Versuchsphase

in kg (Median (Minimum — Maximum))

Gruppe 1 Gruppe 2

Phase (n=4) (n = 5) p (Gruppen)
Kontrollphase 626 ab 584 ab 0286 *
(CB=0) (582 — 686) (555 — 651) ’
Gewohnungsphase 626 a° 560 @b 0111 *
(CB ) (599 — 675) (540 — 654) ’
Expositionsphase 639° 580° 0111*
(CB1) (602 — 686) (568 — 670) ’
Nachphase 6182 5494 0.111 *
(CB=0) (567 — 683) (531 —645) ’

a  Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Phasen innerhalb der Gruppe (p<0,05); *Exakte Signifikanz (2x 1-seitig),
CB: Cannabinoidgehalt im Futter

4.2.6 Tierbeobachtung
In der Kontroll- und der Gewdhnungsphase zeigte kein Tier auffallige Verhaltensweisen. Die
Tiere zeigten arttypisches Verhalten und es traten weder Muskelzittern, Hypersalivation noch

eine gestorte Bewegungskoordination auf.

4.2.6.1 Untypische Verhaltensweisen, gestorte Bewegungskoordination
Bereits ab dem ersten Tag der Expositionsphase zeigten Tiere in beiden Gruppen auffallige
Verhaltensweisen. Hierzu gehOrte ausgepragtes, langanhaltendes Zungenspiel in
Zusammenhang mit wiederholtem, starkem Gahnen. Einzelne Tiere standen lang und
gréfltenteils regungslos im Laufgang, in den Liegeboxen bzw. vor dem Kraftfutterautomaten.
Ein Teil der Tiere lief ungewohnt vorsichtig bzw. zeigte schwankenden Gang. Eines der Tiere
aus Gruppe 2 schwankte beim Betreten des Fressplatzes kurz mit dem Hinterteil, um dann,
ohne Korrektur des ausgefiihrten Ausfallschrittes, mit leicht gekreuzten Hinterbeinen zu

fressen (Abbildung 5). Selbiges Tier urinierte spater im Stehen und behielt die dabei typische
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gekrimmte Haltung mit hochgestelltem Schwanz auch zwanzig Sekunden nach Beendigung

des Harnabsetzens noch bei. Danach normalisierte sich die Haltung der Kuh langsam Uber

eine Minute wieder. Ein weiteres Tier aus Gruppe 2 setzte untypischerweise Harn im Liegen
ab.

Abbildung 5: Abnormer Stand.

Insgesamt wirkten die Tiere beider Gruppen wahrend der Expositionsphase ruhiger und muder
als in den Phasen zuvor. Zwei Tiere der Gruppe 2 wirkten regelrecht apathisch bis somnolent
(Abbildung 6), wogegen ein anderes Tier der Gruppe so wach wie wahrend der Kontrollphase

wirkte.

Abbildung 6: Miide wirkende Kiihe.
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4.2.6.2 Gerotete, vorgefallene Nickhaute
In der Gruppe 1 wurden ab dem zweiten Tag der Expositionsphase (Versuchstag 16) tUber die
gesamte Dauer der Phase wiederholt vorgefallene, gerétete Nickhaute bei allen vier Tieren
der Gruppe beobachtet. In der Gruppe 2 wurden bereits am Nachmittag des ersten Tages der
Expositionsphase (Versuchstag 15) bei drei Tieren vorgefallene, gerdtete Nickhaute
festgestellt, welche auch im weiteren Verlauf der Phase wiederholt beobachtet werden

konnten. Teilweise wirkten die Bulbi leicht eingesunken (Abbildung 6, Abbildung 7). Ein Tier

der Gruppe zeigte nur einmalig, ein Weiteres nie vorgefallene, gerdtete Nickhaute.

Abbildung 7: Roétung und Vorfall der Nickhaut. Deutlicher Vorfall und Rétung an
verschiedenen Tagen der Expositionsphase (links und Mitte); Nickhaut unauffallig ab

dem dritten Tag der Nachphase (rechts).

4.2.6.3 Gesteigerte Nasensekretion, Hypersalivation
In Gruppe 1 zeigte sich wahrend der ersten zwei, bei Gruppe 2 wahrend der ersten drei Tage
der Expositionsphase eine gesteigerte Nasensekretion sowie Hypersalivation (Abbildung 8,
Abbildung 9). Diese Veranderungen betrafen nicht alle Tiere und waren an den restlichen

Tagen der Expositionsphase nicht mehr feststellbar.

4.2.6.4 Rekonvaleszenz wahrend der Nachphase
In den ersten beiden Tagen der Nachphase (Versuchstag 21 und 22) zeigten sich in beiden
Gruppen bei den auch zuvor betroffenen Tieren weiterhin vorgefallene, gerttete Nickhaute.
Es wurden erneut bei einzelnen Tieren beider Gruppen Hypersalivation und eine gesteigerte
Nasensekretbildung beobachtet. Ab dem zweiten Tag der Nachphase wirkten die Tiere der
Gruppe 1, ab dem dritten Tag auch die Tiere der Gruppe 2 zunehmend wacher. Ab dem dritten
Tag der Nachphase (Versuchstag 23) konnten keine veranderten Verhaltensweisen und

andere Auffalligkeiten mehr beobachtet werden.
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Abbildung 9: Hypersalivation mit Pfiitzenbildung am Boden.

4.3 Ergebnisse der Messungen der Kuhmilch

4.3.1 Tagesmilchleistung

Tabelle 10 zeigt die Entwicklung der mittleren Tagesmilchleistung je Tier (kg) in den beiden
Gruppen in Abhangigkeit von der Versuchsphase. Innerhalb von Gruppe 1 sank die mittlere
Tagesmilchleistung von 25,86 kg in der Kontrollphase zunachst auf 24,50 kg in der
Gewdhnungsphase ab (p <0,01). Wahrend der cannabinoidreichen Fuitterung in der
Expositionsphase verringerte sich die tagliche Milchleistung weiter auf 21,93 kg (p < 0,001 im
Vergleich zur Kontrollphase), um in der Nachphase mit 24,86 kg in etwa wieder das Niveau

der Kontroll- sowie der Gewohnungsphase zu erreichen (p =0,705 bzw. p =0,561). Bei
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Gruppe 2 unterschieden sich die Kontroll- und Gewdhnungsphase hinsichtlich der mittleren
Tagesmilchleistung von jeweils 22,81 kg nicht voneinander (p =0,535). Wahrend der
Expositionsphase sank die tagliche mittlere Milchleistung der Tiere auf 20,42 kg (p < 0,01 im
Vergleich zur Kontrollphase). In der Nachphase Uberstieg die tagliche mittlere Milchleistung

mit 25,53 kg das Ausgangsniveau der Kontrollphase (p < 0,05).

Die beiden Gruppen unterschieden sich wahrend der Kontroll- und Expositionsphase
hinsichtlich ihrer Milchleistung signifikant voneinander (p < 0,01 bzw. p < 0,05), nicht jedoch
wahrend der Gewoéhnungs- und Nachphase (p = 0,787 bzw. p = 0,167).

Tabelle 10: Tagesmilchleistung in Abhangigkeit von Gruppe und Versuchsphase

in kg je Tier (Median (Minimum — Maximum))

Gruppe 1 Gruppe 2

Phase (n = 4) (n = 5) p (Gruppen)
Kontrollphase 25,86 ¢ 22.81° <001
(CB=0) (21,69 — 29,54) (18,89 — 33,64) ’
GewoOhnungsphase 24,50ab 22,81 bc 0787
(CB ) (18,72 — 33,36) (19,84 — 30,46) ’
Expositionsphase 21,932 20,422 <0.05
(CB1) (18,82 — 27,62) (15,68 — 27,11) ’
Nachphase 24,68 be 25,53°¢ 0167
(CB=0) (21,39 — 28,29) (18,62 — 36,16) ’

abc Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den

Phasen innerhalb der Gruppe (p < 0,05), CB: Cannabinoidgehalt im Futter

Den zeitlichen Verlauf der mittleren Milchleistung je Tier in Abhangigkeit von Gruppe und
Versuchstag zeigt Abbildung 10. Wahrend der Gewdhnungsphase bewegte sich die mittlere
Milchleistung je Tier bei beiden Gruppen bis auf eine Ausnahme (Versuchstag 10,
Gruppe 1: 85 %) im Bereich von 93—-107 % des Milchleistungsniveaus der Kontrollphase. Am
ersten Tag der cannabinoidreichen Futterung (Versuchstag 15) betrug die mittlere
Milchleistung in den beiden Gruppen 97 (Gruppe 1) bzw. 99 % (Gruppe 2) des Niveaus der
Kontrollphase. AnschlieRend fiel die mittlere Milchleistung in beiden Gruppen bis auf eine
Ausnahme (Versuchstag 17, Gruppe 2: 98 %) auf 79-89 % des Milchleistungsniveaus der
Kontrollphase. Bereits am ersten Tag der Nachphase (Versuchstag 21) erreichte die
Milchleistung in beiden Gruppen mit 90 (Gruppe 1) bzw. 93 % (Gruppe 2) ungefahr das Niveau
der Kontrollphase. Anschlief’end bewegte sich die Milchleistung mit 91-103 % bei Gruppe 1
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ungefahr auf dem Niveau der Kontrollphase, wogegen es bei Gruppe 2 mit 99-124 % teils

deutlich Uberschritten wurde.
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Abbildung 10: Verlauf der Tagesmilchleistung in kg je Tier in Abhédngigkeit von Gruppe

und Versuchstag (Median)

4.3.2 Milchinhaltsstoffe
Tabelle 11 zeigt die Entwicklung der verschiedenen Milchinhaltsstoffe in den beiden Gruppen

in Abhangigkeit von der Versuchsphase.

4.3.2.1 Fettgehalt
Der mittlere prozentuale Fettgehalt im Tagesgemelk stieg in Gruppe 1 im Verlauf des Versuchs
leicht von 3,9 % auf 4,3 % an. In Gruppe 2 bewegte sich der mittlere prozentuale Fettgehalt
im Tagesgemelk wahrend des Versuchs im Bereich von 4,2—4,5 %. Der niedrigste Gehalt
wurde wahrend der Expositionsphase erreicht. Zeitgleich fiel die Kuh mit der subklinischen
Ketose in dieser Phase durch einen hohen Milchfettgehalt (Maximalgehalt: 6,7 %) auf. Globale
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Phasen konnten bei beiden Gruppen nicht
festgestellt werden (pcruppe 1 = 0,272, perppe 2 = 0,704). Die beiden Versuchsgruppen
unterschieden sich in den einzelnen Versuchsphasen nicht signifikant im prozentualen

Fettgehalt des Tagesgemelks voneinander (p = 0,190 bis 0,730).
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Tabelle 11: Milchinhaltsstoffe im Tagesgemelk in Abhangigkeit von Gruppe und Versuchsphase je Tier (Median (Minimum — Maximum))

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 1 Gruppe 2
(n=4) (n=5) (n=4) (n=5) (n=4) (n=5) (n=4) (n=15)
Fett % Eiweil % Laktose % Quotient Fett:Eiweil}
Kontrollphase 3,9 4.4 3,6 3,8 4.8 4 .8ab 1,1 1,2
(CB=0) (3,6 —4,5) (3,4-5,4) (3,5-3,8) (2,7 -3,8) (4,6 —4,9) (4,6 —5,0) (1,0-1,2) (1,0-2,0)
Gewobhnungsphase 4.0 45 3,6 3,8 4.8 462 1,1 1,2
Expositionsphase 4.1 42 3,7 3,7 49 4.8ab 1,1 1,2
Nachphase 4,3 4.5 3,6 3,6 47 49°b 1,2 1,3
(CB=0) (3,9-4,6) (4,2-4,7) (3,5-3,9) (3,0-3,9) (4,6 —4,9) (4,6 —5,0) (1,0-1,2) (1,1-1,5)
Trockenmasse % fettfreie Trockenmasse % Zellzahl x1000/ml Harnstoff mmol/I
Kontrollphase 12,9 13,6 9,1 9.1 215,5 74,3 4.8 512
(CB=0) (12,7-14,00 (12,1-14,2) (8,9-94) (8,2-9,5) (31,2-551,4) (157-11674) (4,1-49) (3,3-5,5)
Gewobhnungsphase 13,0 13,7 9,0 9,2 201,4 106,3 4.6 492
(CB ) (12,5-13,9) (12,7-15,2) (8,9-9,6) (8,5-9,5 (18,5-269,9) (152-116,5) (4,3-4,8) (4,0-5,5)
Expositionsphase 13,2 13,7 9,1 9,2 169,7 52,9 4.8 6,4°
(CB 1) (12,8 -13,8) (12,4-156) (8,5-9,3) (8,2-9,6) (252-311,7) (16,9-102,2) (4,5-5,5) (4,0-6,7)
Nachphase 13,1 13,6 9,0 9,1 180,1 447 4.4 472
(CB=0) (13,0-14,0) (12,9-14,0) (8,8-9,5) (8,5-9,6) (27,8-217,9) (150-264,3) (4,3-6,0) (3,7—-4,9)

a Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Phasen innerhalb der Gruppe (p < 0,05), keine
signifikanten Unterschiede innerhalb einer Phase zwischen den beiden Gruppen (p = 0,111-1,000), CB: Cannabinoidgehalt im Futter
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4.3.2.2 EiweiRgehalt
Der mittlere prozentuale Eiweildgehalt des Tagesgemelks lag bei Gruppe 1 wahrend der vier
Versuchsphasen bei 3,6-3,7 %. Bei Gruppe 2 sank der mittlere prozentuale Eiweil3gehalt des
Tagesgemelks im Laufe des Versuchs leicht von 3,8 % auf 3,6 % ab. Globale signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Phasen konnten bei beiden Gruppen nicht festgestellt
werden (Peruppe 1 = 0,212, paruppe 2 = 0,207). Die beiden Versuchsgruppen unterschieden sich in
den einzelnen Versuchsphasen nicht signifikant im prozentualen Eiweildgehalt des

Tagesgemelks voneinander (p = 0,730 bis 0,905).

4.3.2.3 Laktosegehalt

Der mittlere prozentuale Laktosegehalt des Tagesgemelks lag bei Gruppe 1 wahrend der vier
Versuchsphasen bei 4,7-4,9 %. Globale signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Phasen konnten nicht festgestellt werden (p =0,050). Bei Gruppe 2 sank der mittlere
prozentuale Laktosegehalt des Tagesgemelks leicht von 4,8 % in der Kontrollphase auf 4,6 %
in der Gewohnungsphase. Zwischen GewoOhnungs- und Nachphase stieg der Gehalt
signifikant auf 4,9 % (p <0,05). Die beiden Versuchsgruppen unterschieden sich in den
einzelnen Versuchsphasen nicht signifikant im prozentualen Laktosegehalt des Tagesgemelks
voneinander (p = 0,190 bis 1,000).

4.3.2.4 Trockenmassegehalt
Der mittlere prozentuale Trockenmassegehalt des Tagesgemelks lag bei Gruppe 1 wahrend
der vier Versuchsphasen bei 12,9-13,2 %. In Gruppe 2 betrug der mittlere prozentuale
Trockenmassegehalt des Tagesgemelks wahrend der vier Versuchsphasen 13,6-13,7 %.
Globale signifikante Unterschiede zwischen den Phasen konnten bei beiden Gruppen nicht
festgestellt werden (pcruppe 1 = 0,392, pPeruppe 2 = 0,989). Die beiden Versuchsgruppen
unterschieden sich in den einzelnen Versuchsphasen nicht signifikant im prozentualen

Trockenmassegehalt des Tagesgemelks voneinander (p = 0,413 bis 0,905).

Der mittlere prozentuale fettfreie Trockenmassegehalt des Tagesgemelks lag wahrend der vier
Versuchsphasen bei Gruppe 1 bei 9,0-9,1 %, bei Gruppe 2 bei 9,1-9,2 %. Globale signifikante
Unterschiede zwischen den Phasen konnten bei beiden Gruppen nicht festgestellt werden
(PGruppe 1 = 0,416, perppe 2 = 0,668). Die beiden Versuchsgruppen unterschieden sich in den
einzelnen Versuchsphasen nicht signifikant im prozentualen fettfreien Trockenmassegehalt

des Tagesgemelks voneinander (p = 0,730 bis 0,905).

4.3.2.5 Zellzahl
Die mittlere Zellzahl pro ml des Tagesgemelks sank bei Gruppe 1 zwischen Kontroll- und
Expositionsphase von 215.500 auf 169.700 Zellen/ml und stieg dann auf 180.100 Zellen/ml in

der Nachphase an. Bei Gruppe 2 stieg die mittlere Zellzahl von der Kontroll- zur
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Gewdhnungsphase von 74.300 auf 106.300 Zellen/ml und fiel anschlieRend bis auf
44.700 Zellen/ml in der Nachphase. Globale signifikante Unterschiede zwischen den Phasen
konnten bei beiden Gruppen nicht festgestellt werden (psruppe 1 = 0,552, peruppe 2 = 0,724). Die
beiden Versuchsgruppen unterschieden sich in den einzelnen Versuchsphasen nicht
signifikant beziglich der Zellzahl pro ml Tagesgemelk voneinander (p = 0,190 bis 0,730). Die
optimale Zellzahl von < 100.000 Zellen pro ml Tagesgemelk wurde in beiden Gruppen von
mehreren Tieren wahrend aller Versuchsphasen Uberschritten. Zu einer Uberschreitung des
akzeptablen Bereichs (100.000 bis 200.000 Zellen/ml) kam es in Gruppe 1 bei einem bis drei
Tieren wahrend aller Versuchsphasen, bei Gruppe 2 jeweils durch ein Tier wahrend der
Kontroll- und der Nachphase. Ursachlich fir die erhdhten Gehalte im Tagesgemelk waren
hohe Zellzahlen im Abendgemelk. Bei Werten > 200.000 Zellen/ml im Abendgemelk konnte in
den meisten Fallen im darauffolgenden Morgengemelk oder spatestens wahrend einer
zusatzlichen Kontrollbeprobung (Daten nicht enthalten) ein Abfall der Zellzahl auf
< 200.000 Zellen/ml festgestellt werden. In beiden Gruppen fiel wahrend der Kontrollphase
jeweils ein Tier durch erhohte Zellzahlen im Tagesgemelk auf (Gruppe 1: 551.400 Zellen/ml,
Gruppe 2: 1.167.400 Zellen/ml), welche erst nach antibiotischer Behandlung den akzeptablen

Bereich von < 200.000 Zellen/ml erreichten.

4.3.2.6 Harnstoffgehalt
Der mittlere Harnstoffgehalt (mmol/l) des Tagesgemelks lag wahrend der vier Versuchsphasen
bei Gruppe 1 bei 4,4-4,8 mmol/l. Globale signifikante Unterschiede innerhalb der
Versuchsphasen konnten bei Gruppe 1 nicht festgestellt werden (p = 0,287). Bei Gruppe 2
stieg der mittlere Harnstoffgehalt signifikant von 5,1 bzw. 4,9 mmol/l wahrend der ersten
beiden Versuchsphasen auf 6,4 mmol/l wahrend der Expositionsphase (p < 0,05).
AnschlieBend fiel er mit 4,7 mmol/l in der Nachphase leicht unter das Niveau am
Versuchsbeginn. Die beiden Versuchsgruppen unterschieden sich in den einzelnen
Versuchsphasen nicht signifikant im Harnstoffgehalt des Tagesgemelks voneinander
(p = 0,190 bis 0,905). Der optimale Harnstoffgehalt von 2,5-5,0 mmol/l Milch wurde von einer
Kuh aus Gruppe 1 wahrend der Expositions- und wahrend der Nachphase mit 5,5 bzw.
6,0 mmol/l Gberschritten. In Gruppe 2 iberschritten drei Kiihe wahrend der Kontrollphase (5,1—
5,5 mmol/l), eine Kuh wahrend der Gewohnungsphase (5,5 mmol/l) und vier Kiihe wahrend

der Expositionsphase (5,5-6,7 mmol/l) den Optimalbereich.

4.3.2.7 Fett-EiweiR-Quotient
Der mittlere Fett-Eiwei3-Quotient des Tagesgemelks lag wahrend der vier Versuchsphasen
bei Gruppe 1 bei 1,1-1,2 und bei Gruppe 2 bei 1,2-1,3. Globale signifikante Unterschiede
zwischen den Phasen konnten bei beiden Gruppen nicht festgestellt werden (pruppe 1 = 0,443,

Peruppe 2 = 0,896). Die beiden Versuchsgruppen unterschieden sich in den einzelnen
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Versuchsphasen nicht signifikant im Fett-Eiweil3-Quotient des Tagesgemelks voneinander
(p = 0,111 bis 0,730). Der Optimalbereich von 1,0 bis 1,4 wurde in Gruppe 1 wahrend der
Gewdhnungsphase von einem Tier mit 0,9 leicht unterschritten und in Gruppe 2 von der Kuh

mit der subklinischen Ketose mit 1,5-2,0 wahrend des gesamten Versuchs Uberschritten.
4.4 Ergebnisse der Cannabinoidanalytik

441 Cannabinoidaufnahme durch die Versuchskiihe

Wahrend der Kontroll- und der Nachphase lag der Cannabinoidgehalt des Futters unter der
Nachweisgrenze. Tabelle 12 zeigt die tagliche durchschnittiche Cannabinoidaufnahme der
beiden Gruppen in mg je Tier (MW % SD) wahrend der Gewohnungs- und der
Expositionsphase. Erwartungsgemaly stieg die durchschnittliche Cannabinoidaufnahme im
Verlauf der Gewohnungsphase durch die schrittweise Erhdhung des Hanfanteils in der Ration

an.

Das Verhaltnis der Cannabinoidaufnahme von Gruppe 1 zu Gruppe 2 betrug wahrend der
ersten beiden Tage der Gewohnungsphase rund 1:1. AnschlieRend nahm Gruppe 2 durch die
geringere Futteraufnahme weniger Cannabinoide als Gruppe 1 auf (Verhaltnis 1:0,8).
Wahrend der Expositionsphase war die Cannabinoidaufnahme der Gruppe 2 durchschnittlich
1,6-mal hoher als die der Gruppe 1. Das Verhaltnis der Aufnahme von CBD:A°-THC betrug
wahrend der Gewdhnungsphase 13,8:1 und wahrend der Expositionsphase 6,6:1 in beiden

Gruppen.

4.4.1.1 AS-THC
Die Aufnahme von A°-THC stieg im Verlauf der Gewohnungsphase bei Gruppe 1 von
durchschnittlich 18,4 auf 63,7 mg und bei Gruppe 2 von 19,0 auf 50,3 mg. Wahrend der
Expositionsphase betrug die durchschnittliche A%>-THC-Aufnahme 1.036 mg fiir Gruppe 1 und
1663 mg fur Gruppe 2. Die durchschnittliche Dosis der Tiere lag in dieser Phase bei Gruppe 1
bei 1,62 +0,29 (0,61-2,04) mg A>-THC/kg KGW und bei Gruppe 2 bei 2,78 £ 0,90 (0,29-
4,26) mg A°-THC/kg KGW.

4.4.1.2 AS-THCA
Die Aufnahme von A°-THCA stieg im Verlauf der Gewohnungsphase bei Gruppe 1 von
durchschnittlich 2,34 auf 8,11 mg und bei Gruppe 2 von 2,43 mg auf 6,41 mg. Wahrend der
Expositionsphase betrug die durchschnittliche A°>~-THCA-Aufnahme 58,6 mg fiir Gruppe 1 und
94,0 mg fur Gruppe 2. Die durchschnittliche Dosis der Tiere lag in dieser Phase bei Gruppe 1
bei 0,09 + 0,02 (0,03-0,12) mg A%>-THCA/kg KGW und bei Gruppe 2 bei 0,16 + 0,05 (0,02—
0,24) mg A°>-THCA/kg KGW.
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Tabelle 12: Tagliche durchschnittliche Cannabinoidaufnahme je Tier wahrend der Gewéhnungs- und der Expositionsphase in den

beiden Versuchsgruppen in mg (MW * SD).

GewdOhnungsphase Expositionsphase
Versuchstag 8-9 Versuchstag 10-11 Versuchstag 12-14 Versuchstag 15-20
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 1 Gruppe 2
MW + SD MW + SD MW + SD MW + SD MW + SD MW + SD MW + SD MW + SD
AS-THC 18,4 19,0 41,1 34,7 63,7 50,3 1.036 1.663
+ 2,57 4,14 + 4,41 + 8,14 +5,23 +12,4 +179 + 553
AS-THCA 2,34 2,43 5,23 4,41 8,11 6,41 58,6 94,0
+ 0,33 +0,53 + 0,56 + 1,04 + 0,67 +1,59 +10,2 + 31,3
AS-THCV 0,08 0,08 0,17 0,14 0,26 0,21 10,3 16,6
+ 0,01 + 0,02 + 0,02 + 0,03 + 0,02 + 0,05 +1,79 + 5,52
CBD 254 263 567 479 880 695 6.857 11.007
+ 35,5 + 57,1 + 60,9 + 112 +72,2 172 +1.188 1 3.660
CBN 2,97 3,07 6,63 5,60 10,3 8,12 32,1 51,5
+0,42 + 0,67 +0,71 +1,31 + 0,84 +2,01 + 5,56 +171
CBDV 1,61 1,67 3,60 3,04 5,59 4,41 372 597
+ 0,23 + 0,36 + 0,39 +0,71 + 0,46 +1,09 + 64,4 + 198
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4.4.1.3 A°-THCV
Die Aufnahme von A%-THCV stieg im Verlauf der Gewdhnungsphase bei Gruppe 1 von
durchschnittlich 0,08 auf 0,26 mg und bei Gruppe 2 von 0,08 auf 0,21 mg. Wahrend der
Expositionsphase betrug die durchschnittliche A°>~-THCV-Aufnahme 10,3 mg fiir Gruppe 1 und
16,6 mg fiir Gruppe 2. Die durchschnittliche Dosis der Tiere lag in dieser Phase bei Gruppe 1
bei 0,02 + 0,003 (0,006—-0,020) mg A>-THCV/kg KGW und bei Gruppe 2 bei 0,03 + 0,009
(0,003-0,043) mg A°-THCV/kg KGW.

4414 CBD
Die Aufnahme von CBD stieg im Verlauf der Gewoéhnungsphase bei Gruppe 1 von
durchschnittlich 254 auf 880 mg und bei Gruppe 2 von 263 auf 695 mg. Wahrend der
Expositionsphase betrug die durchschnittliche CBD-Aufnahme 6.857 mg fir Gruppe 1 und
11.007 mg fir Gruppe 2. Die durchschnittliche Dosis der Tiere lag in dieser Phase bei
Gruppe 1 bei 10,7 £ 1,93 (4,03-13,5) mg CBD/kg KGW und bei Gruppe 2 bei 18,4 + 5,93
(1,93-28,2) mg CBD/kg KGW.

4.41.5 CBN
Die Aufnahme von CBN stieg im Verlauf der Gewoéhnungsphase bei Gruppe 1 von
durchschnittlich 2,97 auf 10,3 mg und bei Gruppe 2 von 3,07 auf 8,12 mg. Wahrend der
Expositionsphase betrug die durchschnittiche CBN-Aufnahme 32,1 mg fir Gruppe 1 und
51,5 mg fur Gruppe 2. Die durchschnittliche Dosis der Tiere lag in dieser Phase bei Gruppe 1
bei 0,05+ 0,009 (0,02-0,06) mg CBN/kg KGW und bei Gruppe 2 bei 0,09 + 0,03 (0,01—
0,13) mg CBN/kg KGW.

4.41.6 CBDV
Die Aufnahme von CBDV stieg im Verlauf der Gewohnungsphase bei Gruppe 1 von
durchschnittlich 1,61 auf 5,59 mg und bei Gruppe 2 von 1,67 auf 4,41 mg. Wahrend der
Expositionsphase betrug die durchschnittiche CBDV-Aufnahme 372 mg fir Gruppe 1 und
597 mg fir Gruppe 2. Die durchschnittliche Dosis der Tiere lag in dieser Phase bei Gruppe 1
bei 0,58 + 0,10 (0,22-0,73) mg CBDV/kg KGW und bei Gruppe 2 bei 1,00 + 0,32 (0,10—
1,53) mg CBDV/kg KGW.

4.4.1.7 A3-THC, 11-OH-THC und THC-COOH
Da in den Hanfsilagen weder A8-THC noch einer der beiden A°-THC-Metaboliten 11-OH-THC
bzw. THC-COOH nachgewiesen werden konnte (NWG: 1 ug/kg), fand keine messbare

Aufnahme der genannten Cannabinoide Uber das Futter durch die Versuchskiihe statt.
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4.4.2 Cannabinoidgehalt der Milchproben
Wahrend der Kontrollphase waren keine Cannabinoide im Futter enthalten. Erwartungsgeman

waren wahrend dieser Phase auch keine Cannabinoide in der Milch nachweisbar.

4.4.21 A°-THC
Den zeitlichen Verlauf des durchschnittlichen AS-THC-Gehalts in der Milch (in pg/kg) in
Abhangigkeit von Gruppe und Versuchstag zeigt Abbildung 11.
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Abbildung 11: Durchschnittlicher A°>~-THC-Gehalt der Kuhmilch in pg/kg in Abhangigkeit
von Gruppe und Versuchstag (MW % SD)

Am Ende der Gewohnungsphase war durch die Verfitterung von Nutzhanfsilage mit geringem
Cannabinoidgehalt in beiden Gruppen bereits A°>~-THC in Héhe von durchschnittlich 4 pg/kg
Milch nachweisbar (pcruppen = 0,624). Nach 24 Stunden Verfutterung von Nutzhanfsilage mit
héherem Cannabinoidgehalt in der Expositionsphase war der durchschnittliche AS-THC-Gehalt
der Milch in Gruppe 1 mit 24 + 6 pug/kg bzw. in Gruppe 2 mit 46 + 9 ug/kg ein 6- bzw. 12-faches
hoher als am Ende der Gewohnungsphase. In den folgenden Tagen stieg der A%>-THC-Gehalt
der Milch weiter an, um ab dem dritten Tag der Expositionsphase (Versuchstag 17) in
Gruppe 1 mit 91-106 ug/kg (SD: 13—-36 ug/kg) annahrend konstant zu bleiben. In Gruppe 2
stieg der A%>-THC-Gehalt der Milch von 163 + 40 A°>-THC/kg Milch am zweiten Tag bis auf 236 +
71 ug/kg am letzten Tag der Expositionsphase (Versuchstag 16—20). Der durchschnittliche
A®-THC-Gehalt in der Milch wahrend der Expositionsphase (Versuchstag 16-20, exklusive
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Anflutung) betrug 94 pg/kg (Gruppe 1) bzw. 193 ug/kg (Gruppe 2). Der héchste gemessene
A®-THC-Gehalt in einer Milchprobe lag in Gruppe 1 bei 152 pg/kg und in Gruppe 2 bei
316 ug/kg. Wahrend der nutzhanffreien Fiitterung in der Nachphase nahm der A°-THC-Gehalt
der Milch kontinuierlich ab. Am ersten Tag der Nachphase betrug der A°>-THC-Gehalt der Milch
nur noch durchschnittlich 72 % (74 £+ 8 pg/kg, Gruppe 1) bzw. 86 % (203 + 77 pg/kg,
Gruppe 2), am zweiten Tag der Nachphase nur noch 23 % (24 £ 5 pg/kg, Gruppe 1) bzw. 29 %
(68 = 25 ug/kg, Gruppe 2) des Gehalts des letzten Tages der Expositionsphase. Am letzten
Tag der Nachphase (Versuchstag 28) war bei allen Tieren noch A%-THC in der Milch
nachweisbar (Gruppe 1: 1,4 £ 0,4 ug/kg, Gruppe 2: 4,6 £ 0,8 ug/kg). Die beiden Gruppen
unterschieden sich wahrend der Expositions- und der Nachphase signifikant hinsichtlich ihres
AS-THC-Gehalts in der Milch (p < 0,001).

4.4.2.2 AS-THCA
Den zeitlichen Verlauf des durchschnittlichen A°-THCA-Gehalts in der Milch (in ug/kg) in
Abhangigkeit von Gruppe und Versuchstag zeigt Abbildung 12.
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Abbildung 12: Durchschnittlicher A°-THCA-Gehalt der Kuhmilch in pg/kg in
Abhingigkeit von Gruppe und Versuchstag (MW * SD)

Am Ende der Gewohnungsphase war in beiden Gruppen kein A°-THCA in der Milch
nachweisbar (NWG: 0,1 ug/kg). Nach 24 Stunden Verfutterung von Nutzhanfsilage mit

héherem Cannabinoidgehalt in der Expositionsphase lag der durchschnittliche A°-THCA-
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Gehalt der Milch in Gruppe 1 bei 0,2 £ 0,2 ug/kg und in Gruppe 2 bei 0,3 £ 0,2 ug/kg. Ab dem
zweiten Tag der Expositionsphase (Versuchstag 16) blieb der durchschnittliche A°-THCA-
Gehalt der Milch in Gruppe 1 mit 0,4-0,5 pg/kg (SD: 0,1-0,3 ug/kg) auf einem konstanten
Niveau. In Gruppe 2 stieg der durchschnittliche A>-THCA-Gehalt in der Milch zunachst auf ein
Maximum von 1,0 £ 0,5 ug/kg am dritten Tag der Expositionsphase (Versuchstag 17) und fiel
dann bis zum Ende der Expositionsphase (Versuchstag 20) auf 0,5 + 0,3 ug/kg. Der hochste
gemessene A°-THCA-Gehalt in einer Milchprobe lag in Gruppe 1 bei 0,8 ug/kg und in
Gruppe 2 bei 1,9 ug/kg Milch. Am ersten Tag der Nachphase betrug der A°>~-THCA-Gehalt der
Milch nur noch durchschnittlich 29 % (Gruppe 1: 0,13 + 0,08 ug/kg) bzw. 57 % (Gruppe 2:
0,31 + 0,21 pg/kg), am zweiten Tag der Nachphase nur noch durchschnittlich 4 % (Gruppe 1:
0,02 £ 0,04 pg/kg) bzw. 11 % (Gruppe 2: 0,06 + 0,12 pg/kg) des Gehalts des letzten Tages
der Expositionsphase. Am dritten Tag der Nachphase war bei keinem Tier mehr A%-THCA in
der Milch nachweisbar. Die beiden Gruppen unterschieden sich signifikant wahrend der
Expositionsphase (p < 0,01), nicht jedoch wahrend der Nachphase (p = 0,665) hinsichtlich
ihres A>-THCA-Gehalts in der Milch.

4.4.2.3 A°-THCV
Den zeitlichen Verlauf des durchschnittlichen A°-THCV-Gehalts in der Milch (in pg/kg) in
Abhangigkeit von Gruppe und Versuchstag zeigt Abbildung 13.
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Abbildung 13: Durchschnittlicher A°-THCV-Gehalt der Kuhmilch in pg/kg in
Abhingigkeit von Gruppe und Versuchstag (MW * SD)
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Am Ende der Gewohnungsphase war in beiden Gruppen kein A®-THCV in der Milch
nachweisbar (NWG: 0,1 pg/kg). Nach 24 Stunden Verfutterung von Nutzhanfsilage mit
héherem Cannabinoidgehalt in der Expositionsphase lag der durchschnittliche A®-THCV-
Gehalt in der Milch in Gruppe 1 bei 1,0 £ 0,7 ug/kg bzw. in Gruppe 2 bei 1,9 + 0,8 ug/kg. Der
durchschnittliche A%>-THCV-Gehalt der Milch stieg anschlieRend weiter an und blieb ab dem
dritten Tag der Expositionsphase (Versuchstag 17) in Gruppe 1 mit rund 4 pg/kg (SD: 1,0—
1,3 ug/kg) und in Gruppe 2 mit etwas Uber 4 ug/kg (SD: 2,0-2,2 ug/kg) zunachst auf einem
konstanten Niveau. Am letzten Tag der Expositionsphase (Versuchstag 20) fiel der A°-THCV-
Gehalt der Milch in Gruppe 1 auf 2,5 + 0,2 pg/kg und in Gruppe 2 auf 3,4 + 1,1 ug/kg. Der
hochste gemessene A°-THCV-Gehalt einer Milchprobe lag in Gruppe 1 bei 5 ug/kg und in
Gruppe 2 bei 8 ug/kg. Am ersten Tag der Nachphase betrug der A>-THCV-Gehalt der Milch
nur noch durchschnittich 72 % (Gruppe 1: 1,8 £0,3 ug/kg) bzw. 79 % (Gruppe 2:
2,7 + 0,8 pyg/kg), am zweiten Tag der Nachphase nur noch durchschnittlich 16 % (Gruppe 1:
0,4 £ 0,2 ug/kg) bzw. 29 % (Gruppe 2: 1,0 £ 0,7 ug/kg) des Gehalts des letzten Tages der
Expositionsphase. Am dritten Tag der Nachphase (Versuchstag 23) war bei keinem Tier mehr
A°-THCV in der Milch nachweisbar. Die beiden Gruppen unterschieden sich weder in der
Expositions- (p = 0,347) noch in der Nachphase (p =0,773) signifikant hinsichtlich ihres
AS-THCV-Gehalts in der Milch voneinander.

44.2.4 CBD
Den zeitlichen Verlauf des durchschnittlichen CBD-Gehalts in der Milch (in pg/kg) in
Abhangigkeit von Gruppe und Versuchstag zeigt Abbildung 14. Am Ende der
Gewodhnungsphase war durch die Verfutterung von Nutzhanfsilage mit geringem
Cannabinoidgehalt in Gruppe 1 ein durchschnittlicher CBD-Gehalt von 27 + 8 pg/kg und in
Gruppe 2 von 28 + 10 ug/kg Milch detektierbar (pcruppen = 1). Nach 24 Stunden Verflitterung
von Nutzhanfsilage mit héherem Cannabinoidgehalt in der Expositionsphase war der
durchschnittliche CBD-Gehalt der Milch in Gruppe 1 mit 101 £ 32 ug/kg bzw. in Gruppe 2 mit
229 + 60 ug/kg ein 4- bzw. 8-faches héher als am Ende der Gewdhnungsphase. Am zweiten
bis vierten Tag der Expositionsphase (Versuchstag 16—18) blieb der durchschnittliche CBD-
Gehalt der Milch in Gruppe 1 mit 325-348 ug/kg (SD: 116—181 ug/kg) annahernd konstant,
um in den letzten beiden Tagen der Expositionsphase (Versuchstag 19-20) noch einmal auf
bis zu 411 + 152 pg/kg anzusteigen. Bei Gruppe 2 blieb der durchschnittliche CBD-Gehalt der
Milch ab dem zweiten Tag der Expostionsphase (Versuchstag 16), bis auf einen moderaten
Abfall am dritten Tag der Phase, mit 764—799 ug/kg (SD: 228-286 ug/kg) auf einem annahernd
konstanten Niveau, um am letzten Tag der Expositionsphase (Versuchstag 20) auf
904 + 243 ug/kg anzusteigen. Der héchste gemessene CBD-Gehalt einer Milchprobe lag in
Gruppe 1 bei 650 ug/kg und in Gruppe 2 bei 1224 pg/kg. Am ersten Tag der Nachphase betrug
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der CBD-Gehalt der Milch nur noch durchschnittlich 58 % (Gruppe 1: 237 + 69 pg/kg) bzw.
85 % (Gruppe 2: 764 + 272 pg/kg), am zweiten Tag der Nachphase nur noch 22 % (Gruppe 1:
90 + 21 yg/kg) bzw. 28 % (Gruppe 2: 249 + 119 pg/kg) des durchschnittlichen Gehalts des
letzten Tages der Expositionsphase. Am letzten Tag der Nachphase (Versuchstag 28) war bei
allen Tieren noch CBD in der Milch nachweisbar (Gruppe 1: 7,0 £ 1,9 ug/kg, Gruppe 2:
16,2 + 2,4 ug/kg). Die beiden Gruppen unterschieden sich sowohl in der Expositions-
(p < 0,001) als auch in der Nachphase (p < 0,01) signifikant hinsichtlich ihres CBD-Gehalts in

der Milch voneinander.
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Abbildung 14: Durchschnittlicher CBD-Gehalt der Kuhmilch in pug/kg in Abhangigkeit
von Gruppe und Versuchstag (MW % SD)

4.4.2.5 CBN
Den zeitlichen Verlauf des durchschnittlichen CBN-Gehalts in der Milch (in pg/kg) in
Abhangigkeit von Gruppe und Versuchstag zeigt Abbildung 15. Am Ende der
Gewdhnungsphase war in beiden Gruppen kein CBN in der Milch nachweisbar (NWG:
0,1 ug/kg). Nach 24 Stunden Verfitterung von Nutzhanfsilage mit héherem Cannabinoidgehalt
in der Expositionsphase lag der durchschnittiche CBN-Gehalt in der Milch mit 0,1 + 0,1 ug/kg
in Gruppe 1 und mit 0,3 £ 0,1 pg/kg in Gruppe 2 nur knapp Uber der Nachweisgrenze. Im
weiteren Verlauf der Expositionsphase blieb der durchschnittliche CBN-Gehalt der Milch in
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Gruppe 1 mit 0,2-0,5 pg/kg (SD: 0,1-0,2 ug/kg) und in Gruppe 2 mit 1,0-1,2 ug/kg (SD: 0,2—
0,4 ug/lkg) anndhernd konstant niedrig. Am letzten Tag der Expositionsphase
(Versuchstag 20) stieg der durchschnittiche CBN-Gehalt der Milch in Gruppe 1 auf
1,1+ 0,6 pg/kg und in Gruppe 2 auf 1,8 £ 0,7 ug/kg. Der hochste gemessene CBN-Gehalt
einer Milchprobe lag in Gruppe 1 bei 1,8 ug/kg und in Gruppe 2 bei 2,6 ug/kg. Am ersten Tag
der Nachphase betrug der CBN-Gehalt der Milch nur noch durchschnittlich 72 % (Gruppe 1:
0,8 + 0,6 pg/kg) bzw. 83 % (Gruppe 2: 1,5 + 0,5 pg/kg), am zweiten Tag der Nachphase nur
noch durchschnittlich 9 % (Gruppe 1: 0,1 £ 0,1 pg/kg) bzw. 22 % (Gruppe 2: 0,4 £ 0,2 pug/kg)
der CBN-Gehalte des letzten Tages der Expositionsphase. Ab dem dritten (Gruppe 1) bzw.
vierten Tag (Gruppe 2) der Nachphase war bei keinem Tier mehr CBN in der Milch
nachweisbar. Die beiden Gruppen unterschieden sich in der Expositionsphase signifikant
(p <0,001) hinsichtlich ihres CBN-Gehalts in der Milch voneinander; nicht jedoch in der
Nachphase (p = 0,227).

25

ng
=)

-
[34)

L
)

CBN-Gehalt in der Milch (pug/kg)
o

Jass

Kontrollphase Gewohnungsphase Expositionsphase Nachphase

o
o
[~

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Versuchstag

O~Gruppe 1 =a=Gruppe 2

Abbildung 15: Durchschnittlicher CBN-Gehalt der Kuhmilch in pug/kg in Abhangigkeit
von Gruppe und Versuchstag (MW % SD)

4.4.2.6 CBDV
Den zeitlichen Verlauf des durchschnittichen CBDV-Gehalts in der Milch (in pg/kg) in
Abhangigkeit von Gruppe und Versuchstag zeigt Abbildung 16. Am Ende der
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Gewdhnungsphase war in beiden Gruppen kein CBDV in der Milch nachweisbar (NWG:
0,1 ug/kg). Nach 24 Stunden Verfitterung von Nutzhanfsilage mit héherem Cannabinoidgehalt
in der Expositionsphase lag der durchschnittliche CBDV-Gehalt in der Milch in Gruppe 1 bei
0,6 £0,3 ug/lkg bzw. in Gruppe?2 bei 1,4+0,7ug/kg. Ab dem zweiten Tag der
Expositionsphase (Versuchstag 16) blieb der durchschnittiche CBDV-Gehalt in der Milch in
Gruppe 1 mit rund 2 ug/ kg (SD: 0,6—1,1 pg/kg) und in Gruppe 2 mit 4-5 pg/kg (SD: 1,5—
2,9 ug/kg) auf einem konstanten Niveau. Am letzten Tag der Expositionsphase
(Versuchstag 20) fiel der durchschnittiche CBDV-Gehalt der Milch in Gruppe 1 auf
1,1 £ 0,2 ug/kg und in Gruppe 2 auf 2,3 £ 0,8 ug/kg. Der héchste gemessene CBDV-Gehalt
einer Milchprobe lag in Gruppe 1 bei 3,7 pg/kg und in Gruppe 2 bei 10,1 ug/kg. Am ersten Tag
der Nachphase betrug der CBDV-Gehalt der Milch nur noch durchschnittlich 64 % (Gruppe 1:
0,7 £ 0,2 pg/kg) bzw. 91 % (Gruppe 2: 2,3 + 0,8 ug/kg), am zweiten Tag der Nachphase nur
noch durchschnittlich 18 % (Gruppe 1: 0,2 £ 0,1 pg/kg) bzw. 26 % (Gruppe 2: 0,6 + 0,2 ug/kg)
des Gehalts des letzten Tages der Expositionsphase. Ab dem dritten (Gruppe 1) bzw. vierten
(Gruppe 2) Tag der Nachphase war bei keinem Tier mehr CBDV in der Mich nachweisbar. Die
beiden Gruppen unterschieden sich in der Expositionsphase signifikant (p < 0,001) hinsichtlich
ihres CBDV-Gehalts in den Milchproben voneinander; nicht jedoch in der Nachphase
(p=0,221).
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Abbildung 16: Durchschnittlicher CBDV-Gehalt der Kuhmilch in pg/kg in Abhangigkeit
von Gruppe und Versuchstag (MW * SD)
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4.4.2.7 A3-THC, 11-OH-THC und THC-COOH
In den Milchproben konnte weder A8-THC (NWG: 0,1 ug/kg) noch einer der beiden A°-THC-
Metaboliten 11-OH-THC bzw. THC-COOH nachgewiesen werden (NWG: 0,5 ug/kg).

4.4.3 Transfer der Cannabinoide aus dem Futter in die Milch

4.4.3.1 AS-THC
Fir den Ubergang von A%-THC aus dem Futter in die Milch wurde fiir die neun Kiihe aus den
beiden Versuchsgruppen eine durchschnittliche Transferrate (Versuchstag 14 —28) von
0,26 £ 0,07 % errechnet. Die Transferrate lag bei Gruppe 1 mit 0,22 + 0,04 % (Minimum: 0,16;
Maximum: 0,28) niedriger als bei Gruppe2 mit 0,29+0,07 % (Minimum: 0,21;
Maximum: 0,42). Die Kuh mit der subklinischen Ketose hatte eine bis zu doppelt so hohe
A°-THC-Transferrate wie die anderen Tiere der Gruppe (extremer Ausreif3er). Die Transferrate
von Gruppe 2 lag ohne diese Kuh bei 0,25+0,02 % bzw. bei 0,24 £0,04 % fir die

verbleibenden acht Kiihe.

4.4.3.2 AS-THCA
Fir den Ubergang von A°-THCA aus dem Futter in die Milch wurde fiir die neun Kiihe aus den
beiden Versuchsgruppen eine durchschnittliche Transferrate von 0,016 £ 0,002 % errechnet.
Die Transferrate lag in beiden Gruppen annahernd gleich hoch und kein Tier fiel durch eine

stark abweichende Transferrate auf (Minimum: 0,012; Maximum: 0,018).

4.4.3.3 AS-THCV

Fir den Ubergang von A%-THCV aus dem Futter in die Milch wurde fiir die neun Kiihe aus den
beiden Versuchsgruppen eine durchschnittliche Transferrate von 0,62 + 0,07 % errechnet. Die
Transferrate lag bei Gruppe 1 mit 0,74 + 0,24 % (Minimum: 0,34; Maximum: 0,91; Median:
0,87 %) hoher als bei Gruppe 2 mit 0,51 + 0,04 % (Minimum: 0,45; Maximum: 0,56). Obwohl
kein Tier in Gruppe 1 als AusreilRer definiert wurde, wichen in dieser Gruppe Mittelwert und
Median mehr als 0,05 % voneinander ab, da eine Kuh nur eine 0,4-mal so hohe Transferrate
wie die anderen Gruppentiere aufwies. Die Transferrate von Gruppe 1 lag ohne diese Kuh bei
durchschnittlich 0,88 + 0,03 % bzw. bei 0,65 + 0,18 % fiir die verbleibenden acht Kiihe.

4.4.3.4 CBD
Fir den Ubergang von CBD aus dem Futter in die Milch wurde fiir die neun Kilhe aus den
beiden Versuchsgruppen eine durchschnittliche Transferrate von 0,15 + 0,05 % errechnet. Die
Transferrate lag bei Gruppe 1 mit 0,13 £ 0,05 % (Minimum: 0,06; Maximum: 0,20) niedriger
als bei Gruppe 2 mit 0,17 £ 0,03 % (Minimum: 0,14; Maximum: 0,24).
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4.4.3.5 CBN
Fir den Ubergang von CBN aus dem Futter in die Milch wurde fiir die neun Kiihe aus den
beiden Versuchsgruppen eine durchschnittliche Transferrate von 0,054 + 0,034 % errechnet.
Die Transferrate lag bei Gruppe 1 mit 0,040 £ 0,014 % (Minimum: 0,028; Maximum: 0,063)
niedriger als bei Gruppe 2 mit 0,065 = 0,040 % (Minimum: 0,026; Maximum: 0,137).

4.4.3.6 CBDV
Fir den Ubergang von CBDV aus dem Futter in die Milch wurde fiir die neun Kiihe aus den
beiden Versuchsgruppen eine durchschnittliche Transferrate von 0,013 + 0,004 % errechnet.
Die Transferrate lag bei Gruppe 1 mit 0,011 £ 0,005 % (Minimum: 0,004; Maximum: 0,016)
niedriger als bei Gruppe 2 mit 0,014 + 0,001 % (Minimum: 0,013; Maximum: 0,016).

4.4.4 Cannabinoidgehalt der Blutplasmaproben

Im Rahmen der vergleichenden Analytik der Blutplasmaproben kam es zu unerwarteten
Verlusten von A®-THC und anderen Cannabinoiden in Verbindung mit der B-Glucuronidase-
Behandlung. In der Auswertung werden daher nur die Analyseergebnisse ohne vorherige

enzymatische Spaltung der Blutplasmaproben prasentiert.

Da wahrend der Kontrollphase keine Cannabinoide im Futter enthalten waren, konnten diese

wahrend dieser Phase erwartungsgemal’ auch nicht im Blutplasma nachgewiesen werden.

4.4.4.1 A-THC
Am Ende der Gewbhnungsphase war durch die Verfatterung von Nutzhanfsilage mit geringem
Cannabinoidgehalt bei jeweils einem der zwei beprobten Tiere pro Gruppe ein A°>-THC-Gehalt
im Blutplasma in Hohe von 0,5 ug/l (Gruppe 1) bzw. 0,3 ug/l (Gruppe 2) nachweisbar. Bei den
anderen beiden Tieren lag der Gehalt im Blutplasma unterhalb der Bestimmungsgrenze von
0,2 ug/l. Am letzten Tag der cannabinoidreichen Futterung in der Expositionsphase betrugen
die A%-THC-Gehalte des Blutplasmas 14,2 und 7,2 ug/l bei den beiden Tieren der Gruppe 1
sowie 11,8 und 14,0 ug/l bei den beiden Tieren der Gruppe 2. Am zweiten Tag der Nachphase
war durch die hanffreie Fltterung der A>-THC-Gehalt des Blutplasmas bei den beiden Tieren
der Gruppe 1 auf 3,4 bzw. 2,8 ug/l und bei den beiden Tieren der Gruppe 2 auf 7,0 bzw.
8,4 ug/l abgefallen. Die A%THC-Gehalte der Milchproben lagen am Ende der
Expositionsphase 5,9 bzw. 12,9-fach (Gruppe 1) und 25,8 bzw. 13,0-fach (Gruppe 2) Uber den

A°-THC-Gehalten der entsprechenden Blutplasmaproben.

4.4.4.2 AS-THCA
Am Ende der Gewohnungsphase lag der A®-THCA-Gehalt im Blutplasma durch die
Verfltterung von Nutzhanfsilage mit geringem Cannabinoidgehalt bei den beprobten Tieren

bei 4,5 und 1,5 ug/l (Gruppe 1) sowie bei 2,9 und 1,5 pg/l (Gruppe 2). Am letzten Tag der
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cannabinoidreichen Fiitterung in der Expositionsphase lag der AS-THCA-Gehalt des
Blutplasmas bei 15,4 und 9,5 ug/l (Gruppe 1) sowie bei 14,1 und 12,0 ug/l (Gruppe 2). Am
zweiten Tag der Nachphase war durch die hanffreie Fitterung der A°>-THCA-Gehalt des
Blutplasmas bei den beiden Tieren der Gruppe 1 auf 3,8 bzw. 2,9 ug/l und bei den beiden
Tieren der Gruppe 2 auf 5,5 bzw. 7,1 ug/l abgefallen. Am Ende der Expositionsphase betrug
der A°-THCA-Gehalt der Milchproben drei bis fiinf Prozent des A°-THCA-Gehalts der

entsprechenden Blutplasmaproben bei den vier beprobten Tieren.

4.4.4.3 A°-THCV

Weder wahrend der Gewdhnungs- noch wahrend der Nachphase war bei den jeweils zwei
beprobten Kiihen je Gruppe A°-THCV im Blutplasma nachweisbar. Am Ende der
cannabinoidreichen Fiitterung in der Expositionsphase konnte A%>-THCV nur im Blutplasma der
zwei Tiere der Gruppe 2 nachgewiesen werden, jedoch lag der Gehalt bei bzw. unter der
Bestimmungsgrenze von 1,0 ug/l. Die A%>-THCV-Gehalte der Milchproben lagen am Ende der
Expositionsphase 4,5 und 4,4-fach (Gruppe 1) sowie 3,8 und 3,2-fach (Gruppe 2) iber dem
A°-THCV-Gehalt der entsprechenden Blutplasmaproben (upper bound-Ansatz).

4444 CBD
Am Ende der Gewdhnungsphase lag der CBD-Gehalt im Blutplasma durch die Verfltterung
von Nutzhanfsilage mit geringem Cannabinoidgehalt bei den beprobten Tieren bei 2,1 und
1,2 ug/l (Gruppe 1) sowie bei 0,8 bzw. 1,1 pug/l (Gruppe 2). Am letzten Tag der
cannabinoidreichen Futterung in der Expositionsphase betrugen die CBD-Gehalte der
Blutplasmaproben 25,2 und 16,1 ug/l (Gruppe 1) sowie 32,5 bzw. 37,6 ug/l (Gruppe 2). Am
zweiten Tag der Nachphase war durch die hanffreie Futterung der CBD-Gehalt des
Blutplasmas bei den beprobten Tieren auf 9,6 und 7,2 ug/l (Gruppe 1) bzw. auf 14,2 und
22,5 pg/l (Gruppe 2) abgefallen. Am Ende der Expositionsphase lag der CBD-Gehalt der
Milchproben 10,6 und 17,8-fach (Gruppe 1) sowie 32,3 und 24,3-fach (Gruppe 2) Uber den

Gehalten der entsprechenden Blutplasmaproben.

4.4.4.5 CBDV
Wahrend der Gewdhnungsphase war bei den jeweils zwei beprobten Kiihen je Gruppe kein
CBDV im Blutplasma nachweisbar. Am letzten Tag der cannabinoidreichen Futterung in der
Expositionsphase lag der CBDV-Gehalt des Blutplasmas bei 0,5 und 1,0 pg/l (Gruppe 1) sowie
2,3 und 1,9 pg/l (Gruppe 2). Am zweiten Tag der Nachphase war durch die hanffreie Fitterung
der CBDV-Gehalt des Blutplasmas bei den Tieren auf 0,2 und 0,3 pg/l (Gruppe 1) sowie < 0,2
und 0,4 ug/l (Gruppe 2) abgefallen. Am Ende der Expositionsphase betrug der CBDV-Gehalt
der Milchproben ein 2,1 und 0,8-faches (Gruppe 1) sowie ein 0,7 und 1,3-faches (Gruppe 2)

des Gehalts der entsprechenden Blutplasmaproben.
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4.4.4.6 A3-THC, CBN, 11-OH-THC und THC-COOH
In den Blutplasmaproben konnte weder A8-THC, CBN (NWG: 0,1 ug/l) noch einer der beiden
A°-THC-Metaboliten 11-OH-THC bzw. THC-COOH nachgewiesen werden (NWG: 0,5 ug/l).

4.5 Ergebnisse der Expositionsschatzung

Tabelle 13 vergleicht die Ausschopfung der akuten Referenzdosis (ARfD) durch europaische
Verbraucher, wenn diese Milch- und Milchprodukte mit den im Versuch ermittelten A°-THC-
Gehalten verzehren. Die ARfD ist eine Schatzung der Menge eines Stoffes in Lebensmitteln
und/oder Trinkwasser, die in einem Zeitraum von bis zu 24 Stunden ohne nennenswertes

gesundheitliches Risiko fur den Verbraucher aufgenommen werden kann (EFSA 2019).

Durchschnittsverzehrer von Milch und Milchprodukten wirden die ARfD zu 2-36 %
ausschopfen, wenn der A%-THC-Gehalt dieser Lebensmittel bei 4 ug/kg liegt. Dieser Wert
entspricht dem durchschnittlichen AS-THC Gehalt der Milch, der durch die Verfitterung von
Nutzhanfsilage mit geringem Cannabinoidgehalt am Ende der Gewdhnungsphase in beiden
Gruppen gemessen wurde. Bei Vielverzehrern von Milch und Milchprodukten wirde ein
A®-THC-Gehalt von 4 ug/kg Lebensmittel in der Verbrauchergruppe der Babys (bis inklusive
11 Monate alt) bereits zu einer 1,5-fachen Uberschreitung der ARfD fiihren, wogegen die

anderen Verbrauchergruppen die ARfD nur zu 5-35 % ausschépfen wiirden.

Durchschnittsverzehrer von Milch und Milchprodukten wirden die ARfD in einzelnen
Verbrauchergruppen Uberschreiten, wenn der A%>-THC-Gehalt der Lebensmittel bei 94 bzw.
152 ug/kg liegt. Diese Werte entsprechen dem durchschnittlichen bzw. maximalen A®-THC-
Gehalt der Milch, der durch die Verfutterung von cannabinoidreicher Nutzhanfsilage wahrend
der Expsoitionsphase in Gruppe 1 gemessen wurde. Hierbei wiirden Babys, (Klein-)Kinder und
Jugendliche die ARfD um 1,1- bis 14-fach Uberschreiten, wogegen Erwachsene, (sehr) alte
Menschen, Schwangere und Stillende die ARfD nur zu 49-95 % ausschépfen wirden. Bei
Vielverzehrern von Milch und Milchprodukten wiirde ein A%>-THC-Gehalt von 94 bzw. 152 ug/kg
Lebensmittel in allen Verbrauchergruppen zu einer Uberschreitung der ARfD fiihren. Diese

waére fir Babys mit einer 35- bzw. 57-fachen Uberschreitung am héchsten.

Durchschnittsverzehrer und Vielverzehrer von Milch und Milchprodukten wirden die ARfD in
allen Verbrauchergruppen Uberschreiten, wenn der A°>~-THC-Gehalt der Lebensmittel bei 193
bzw. 316 ug/kg liegt. Diese Werte entsprechen dem durchschnittlichen bzw. maximalen
A®-THC Gehalt der Milch, der durch die Verfiitterung von cannabinoidreicher Nutzhanfsilage
wahrend der Expsoitionsphase in Gruppe 2 gemessen wurde. Die Uberschreitung der ARfD

ware mit 72- bis 118-fach flr Babys am hdchsten.
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Tabelle 13: Ausschopfung der ARfD von 1 pg/kg Korpergewicht durch verschiedene Verbrauchergruppen bei Verzehr von Milch und
Milchprodukten mit den im Versuch ermittelten A>-THC-Gehalten

Durchschnittsverzehrer Vielverzehrer (P95)
A®-THC Gehalt in der Milch A®-THC Gehalt in der Milch
Gruppe 1+ 2 Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 1+ 2 Gruppe 1 Gruppe 2

Verbraucher- Gewohnungsphase | Expositionsphase | Expositionsphase | Gewohnungsphase | Expositionsphase | Expositionsphase
gruppe

MW MW Max MW Max MW MW Max MW Max

4 94 152 193 316 4 94 152 193 316

Babys 0,36 8,6 14 18 29 1,5 35 57 72 118
Kleinkinder 0,15 3,5 5,7 7,2 12 0,35 8,3 13 17 28
andere Kinder 0,13 3.1 5,0 6,4 10 0,24 5,6 9,0 11 19
Jugendliche 0,05 1,1 1,8 2,3 3,9 0,12 2,9 4,6 5,9 9,6
Erwachsene 0,02 0,57 0,92 1,2 1,9 0,06 1,4 2,3 2,9 4,7
alte Menschen 0,02 0,49 0,79 1,0 1,6 0,05 1,1 1,8 2,3 3,7
sehr alte 0,02 051 082 1,0 1,7 0,05 1,1 1,7 2,2 3,6
Menschen
Schwangere 0,02 0,57 0,92 1,2 1,9 0,06 1,3 21 2,7 44
Stillende 0,03 0,59 0,95 1,2 2,0 0,05 1,3 21 2,6 4,3

Durchschnittliche (MW) und maximale (Max) A%-THC-Werte in der Milch in ug/kg wahrend der Gewdhnungsphase (Tag 14) und der
Expositionsphase (Tag 16-20). Fett: Uberschreitung der ARfD (1=100 %).
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5.1 Bewertung der ernahrungsphysiologischen Eigenschaften und

Silageparameter der Nutzhanfsilagen

Die beiden im Versuch eingesetzten Nutzhanfsilagen unterschieden sich auffallend in ihren
ernahrungsphysiologischen Eigenschaften. Die BBS-Silage enthielt rund doppelt so viel
Rohprotein und tber 7-mal so viel Rohfett wie die GP-Silage. Dagegen war der Rohfaseranteil
der GP-Silage 1,5-mal so hoch wie der der BBS-Silage. Dies ist mit der Wahl der
unterschiedlichen Pflanzenteile (ganze Pflanze vs. Blatter, Blitenstande und Samen) sowie
dem unterschiedlichen Reifegrad der Pflanzen (GP-Silage enthielt keine reifen Samen) zu
erklaren. Die Nutzung des rohfaserreichen Stangels bei gleichzeitiger Abwesenheit von fett-
und proteinreichen Hanfsamen (Tabelle 1) fuhrte bei der GP-Silage zu einem wesentlich
energiedrmeren Futtermittel (Slansky et al. 1997). Hanfblatter sind sehr rohaschereich
(Kleinhenz et al. 2020a, Slansky et al. 1997). Durch den prozentual hdheren Anteil an Blattern
in der BBS-Silage erhéhten diese den Rohaschegehalt starker als bei der GP-Silage.

Im Vergleich mit der ebenfalls im Versuch eingesetzten Maissilage stellen sich beide
Nutzhansilagen als energiearmer, aber rohprotein-, rohfaser- und rohaschereicher dar. Die
GP-Silage war, durch ihren wesentlich hoheren Rohfasergehalt bei zeitgleich deutlich
geringerem Rohprotein- und Rohfettgehalt, die energiedrmste der im Versuch eingesetzten

Silagen.

Beim Vergleich der Silageparameter mit etablierten Werten fir Leguminosen-, Gras- und
Maissilagen fiel auf, dass der Trockensubstanzgehalt von 31 % (GP-Silage) bzw. 36 % (BBS-
Silage), sowie der Anteil an Essigsaure (1,8 bzw. 2,3 % TS) und Propionsaure (0,12 bzw.
0,08 % TS) im Ublichen Bereich fur die genannten Silagearten lag (Kung et al. 2018). Der
Buttersauregehalt war mit maximal 0,4 % TS (GP-Silage) gering, weshalb nicht auf eine
Ubermafige Beteilung von Clostridien im Garprozess geschlossen werden kann (Pahlow et al.
2003). Der Milchsauregehalt der beiden Nutzhanfsilagen lag mit 4,5 % (GP-Silage) bzw. 1,3 %
(BBS-Silage) deutlich unterhalb der Erwartungswerte fir Leguminosensilage (6—8 %) bzw.
Grassilage (6—10 %). Der Erwartungswert fur Milchsaure in Maissilage (3—6 %) wurde nur von
der GP-Silage, nicht jedoch von der BBS-Silage erreicht. Das Verhaltnis von Milchsaure zu
Essigsaure erreichte fiir die GP-Silage mit knapp 2,5 einen flr Silierprozesse erwiinschten
Wert. Fur die BBS-Silage lag das Verhaltnis bei 0,6 — ein Wert, der als Indikator fir abnormale
Fermentationsprozesse gilt (Kung et al. 2018). Der pH-Wert der Nutzhanfsilagen lag mit 4,9
(GP-Silage) leicht und mit 8,3 (BBS-Silage) deutlich oberhalb der Werte, die flir Leguminosen-
(4,3-4,5), Gras- (4,3-4,7) bzw. Maissilage (3,7-4,0) erwartet werden. Ublicherweise macht

83



Diskussion

Milchsaure den grofdten Anteil an Sauren in Silagen aus und tragt aufgrund ihrer stark
sauernden Fahigkeit malgeblich zum Absinken des pH-Wertes wahrend der Silierung bei
(Kung et al. 2018). Sie entsteht durch die mikrobielle Umsetzung von wasserldslichen
Kohlenhydraten (Weinberg 2008). In frischem Hanf (ganze Pflanze) betragt der
Gesamtzuckeranteil 17-58 g/kg TS, wobei starke Schwankungen in Abhangigkeit von der
Sorte und dem Erntezeitpunkt zu beobachten sind (Idler et al. 2011, Pecenka et al. 2007). Fir
die erfolgreiche Herstellung von Silagen wird ein Mindestgehalt von 30-50 g/kg TS
wasserlosliche Kohlenhydrate angegeben (Weinberg 2008). Es ist moglich, dass der Gehalt
an wasserloslichen Kohlenhydraten im Ausgangsmaterial der beiden im Versuch verwendeten
Nutzhanfsilagen gering war, wodurch die Milchsaurebildung eingeschrankt wurde. In
Zusammenhang mit der stark puffernden Wirkung durch den hohen Rohprotein- und
Rohaschegehalt bei der BBS-Silage, kdnnte dadurch der hohe pH-Wert erklart werden (Kung
et al. 2018). Anlasslich des niedrigen Milchsauregehalts und des hohen pH-Werts in der BBS-
Silage wurden Folgeuntersuchungen zum Silierverhalten von Hanf durchgefuhrt. Aufgrund der
hohen Pufferkapazitat sinkt der pH-Wert in Hanfsilage auch bei Zusatz von 3% Propionsaure
oder einer Kombination von Milchsaurebakterien und Melasse als Silierzusatzstoffe nicht unter
sechs (Klevenhusen et al. 2022). Diese Ergebnisse bestatigen Erkenntnisse aus friheren
Studien, in denen kommerzielle Silierzusatzstoffe den pH-Wert von Hanfsilage ebenfalls nicht
unter sechs absenken konnten (ldler et al. 2011). Der Ethanolgehalt der BBS-Silage
unterschritt mit 0,15 % deutlich die Erwartungswerte fiir Leguminosen-, Gras- (je 0,5-1,0 %)
und Maissilagen (1-3 %), weshalb eine Ubermaflige Beteiligung von Hefen im Silierprozess
unwahrscheinlich ist (Kung et al. 2018). Der Ethanolgehalt der GP-Silage (0,72 %) entsprach
dem Erwartungswert fir Leguminosen- und Grassilage. Der Anteil von NHs-N am
Gesamtstickstoff lag bei der GP-Silage mit knapp 18 % deutlich oberhalb der regularen
Gehalte von Leguminosen- (10-15 %), Gras- (8-12 %) bzw. Maissilage (57 %), was ein
Anzeichen proteolytischer Prozesse durch Clostridien sein kann. Diese waren jedoch durch
erhohte Buttersauregehalte > 0,5 % gekennzeichnet, welche durch die Nutzhanfsilage nicht
erreicht wurden (Kung et al. 2018, Pahlow et al. 2003). Der Anteil von NHs3-N am
Gesamtstickstoff lag bei der BBS-Silage mit rund 9 % im Bereich von Grassilagen. Visuelle
sowie olfaktorische Abweichungen, neben dem typischen Hanfgeruch, waren in den Silagen
nicht wahrnehmbar, sodass keine Annahmen Uber die etwaige Beteiligung unerwinschter

Mikroorganismen getroffen werden kénnen.

Zusammenfassend lassen sich die beiden im Versuch verwendeten Nutzhanfsilagen anhand
ihrer Silageparameter keiner Ublichen Silageart (Leguminosen-, Gras-, Maissilage) zuordnen.

Der zu hohe pH-Wert in Verbindung mit der hohen Pufferkapazitat und dem geringen
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Milchsauregehalt wirft die Frage auf, inwieweit sich (BBS-)Nutzhanf Uberhaupt zur

Konservierung durch Silierung eignet.

5.2 Bewertung der Cannabinoidgehalte der Nutzhanfsilagen

Bei Betrachtung des Cannabinoidgehalts der im Versuch verwendeten Hanfsilagen fiel auf,
dass der Gesamt-THC-Gehalt der beiden Hanfsilagen in Abhangigkeit vom Analyseverfahren
deutlich voneinander abwich. Wahrend bei der GP-Silage der analytisch ermittelte THC-Gehalt
nach der Unionsmethode rund 21 mg/kg TS betrug, wurde mit der am CVUA-MEL
entwickelten Methode ein rechnerischer Gesamt-THC-Gehalt von 65 mg/kg TS ermittelt. Bei
der BBS-Silage wurde nach Unionsmethode ein Gesamt-THC-Gehalt von 186 mg/kg TS, nach
CVUA-MEL-Methode dagegen ein Gehalt von 1317 mg/kg TS ermittelt. Die nach CVUA-MEL-
Methode analysierten Proben erreichten damit Gehalte, die um das drei- bzw. siebenfache
Uber den nach Unionsmethode analysierten Proben lagen. Da das den vergleichenden
Analysen zugrundeliegende Material von der jeweils gleichen homogenisierten Probe
stammte, scheint die Ursache der unterschiedlichen Gesamt-THC-Gehalte in den Methoden
begriindet zu liegen. Die beiden Analysemethoden unterschieden sich stark in der
Extraktionsmethode, der Extraktionsdauer und im Extraktionsmittel (Unionsmethode:
Ultraschallbad, 20 Minuten, Hexan; CVUA-MEL-Methode: Soxhlet, 6—-8 Stunden, Aceton). Die
Verwendung einer Soxhlet-Apparatur ermoglichte durch immer wieder frisch hinzutropfendes
Lésungsmittel eine nahezu erschopfende Extraktion, wogegen im Ultraschallbad mit einer
Sattigung des Losungsmittels zu rechnen war. In Versuchen zeigte sich Aceton im Gegensatz
zu n-Hexan als geeigneter fir die Extraktion von A°-THC sowie A°>-THCA (Meyer 2016). Durch
die zudem wesentlich hohere Extraktionszeit bei der CVUA-MEL-Methode ist naheliegend,
dass durch diese ein besseres Extraktionsergebnis erreicht werden konnte. Zudem muss
bedacht werden, dass auch andere thermische Umwandlungsreaktionen von Cannabinoiden
wahrend der gaschromatografischen Analyse (Unionsmethode) nicht ausgeschlossen werden

und das Ergebnis beeinflusst haben kénnen (Golombek et al. 2020).

Grundsatzlich stellt sich die Frage, inwieweit durch die Unionsmethode Uberhaupt eine
realistische Einschatzung des Gesamt-THC-Gehalts in Hanfpflanzen moglich ist. Als Reaktion
auf die Stellungnahme der EFSA zu den Risiken durch das Vorhandensein von THC in Milch
und anderen Lebensmitteln tierischer Herkunft fur die menschliche Gesundheit (EFSA 2015)
wurde fir hanfhaltige Lebensmittel die Empfehlung zum Monitoring von A°-THC und weiteren
Cannabinoiden mittels chromatografischer Verfahren, die eine getrennte Erfassung der
einzelnen Cannabinoide erméglichen, herausgegeben (EU 2016). Fur die Untersuchung von
Nutzhanfpflanzen im Rahmen des Anbaus ist die Nutzung der Unionsmethode nach der

delegierten Verordnung (EU) Nr. 2022/126 weiterhin verbindlich. Eine systematische
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Erfassung einzelner Cannabinoide in Nutzhanfpflanzen ist damit aktuell rechtlich nicht
vorgesehen. Fir eine valide Bewertung der Exposition des Verbrauchers gegentber
verschiedenen Cannabinoiden ist diese jedoch unerlasslich, da beispielsweise andernfalls
anhand der in dieser Arbeit vorgestellten Transferraten lediglich modellhaft abgeschatzt
werden kann, ab welchem Nutzhanfanteil in der Futterration die Milch

verbraucherschutzrelevante Cannabinoidgehalte aufweisen wiirde.

Bei der Betrachtung des A°-THCA-Gehalts am Gesamt-THC-Gehalt fiel auf, dass dieser, mit
5 % (BBS-Silage) und 10 % (GP-Silage) im Gegensatz zu dem in der Literatur zitierten Anteil
von bis zu 95 %, gering ausfiel. Wenngleich der genaue Anteil von A>-THCA am Gesamt-THC
in der Literatur kontrovers diskutiert wird, sind sich die Autoren jedoch einig, dass A°-THC in
Hanfpflanzen groRtenteils als A%-THCA vorliegt (siehe Kapitel 2.1). Da die Proben in
lichtundurchlassigen Probengefalien gelagert wurden und die vom CVUA-MEL entwickelte
Analysemethode ohne vorherige Trocknung oder nennenswerte Erhitzung der Proben
auskam, ist nicht von einer photochemischen oder thermischen Umsetzung der Saurevorstufe
A%-THCA in A°-THC auszugehen, welche in der Literatur beschrieben wird (Wang et al. 2016,
Repka et al. 2006, Dussy et al. 2005, Veress et al. 1990, Doorenbos et al. 1971, Yamauchi et
al. 1967). Unter der Annahme, dass der in der Literatur zitierte Anteil von AS-THCA am
Gesamt-THC tatsachlich so grol3 ist, ist anzunehmen, dass der Silierprozess zu einer
Umsetzung der psychoinaktiven Vorstufe in psychoaktives A%-THC geflihrt hat.
Weiterfuhrende Untersuchungen zum Silierverhalten von Nutzhanf zeigen, dass die Silierung
von Hanf zu einem bis zu dreifachen Anstieg des A%-THC-Gehalts bei gleichzeitiger
Verringerung des Gehalts an THCA innerhalb von 90 Tagen fuhrt (Klevenhusen et al. 2022).
Als mdgliche Mechanismen kdmen hier die Umsetzung durch Mikroorganismen oder aber eine
thermische Umsetzung durch den, wenngleich in der Regel milden, Erwarmungsprozess im

Rahmen der Silierung (Kung et al. 2018) infrage.

Beim Vergleich der im Versuch verwendeten Nutzhanfsilagen wies die BBS-Silage mit rund
1250 mg/kg TS gegenilber der GP-Silage einen etwa 22-fach hoheren A%-THC-Gehalt auf.
Analog dazu war auch der Gehalt der anderen, im Rahmen der Analysen nachweisbaren
Cannabinoide in der BBS-Silage zwischen 4- und 88-fach héher als in der GP-Silage. Der
durchgehend héhere Cannabinoidgehalt in der BBS-Silage kann durch die Lokalisatzion der
cannabinoidproduzierenden Drisenzellen erklart werden, welche in groRerem Umfang in
Blattern und Bliten und nur in geringem Umfang im Stangel der Pflanze zu finden sind
(Doorenbos et al. 1971). Durch den Stangelanteil in der GP-Silage wurde der
Cannabinoidgehalt gegenliber der stangelfreien BBS-Silage verdiinnt. Einen weiteren Einfluss

hat zudem die gezielte Sortenwahl im Rahmen der Versuchsplanung.
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Grundlegend koénnten die beiden Hanfsilagen aus dem Versuch als ,Nicht-Drogentyp“-
Nutzhanfsilagen eingestuft werden, da das Verhaltnis von A°>-THC zu CBD mit 0,07 (GP-
Silage) und 0,15 (BBS-Silage) deutlich unter 1 lag (siehe Kapitel 2.1). Zeitgleich lag der
Gesamt-THC-Gehalt mit maximal 0,007 % (GP-Silage) und 0,13 % (BBS-Silage) unter den
rechtlich fur den Nutzhanfanbau zuldssigen 0,2 (vor Rechtsanpassung) bzw. 0,3 %. Bei
letzterer Interpretation der Ergebnisse muss jedoch beachtet werden, dass es sich nicht um
frischen Hanf handelte und dass die Probenahme nicht den Anforderungen der
Unionsmethode entsprach. Aufgrund der Zusammensetzung der BBS-Hanfsilage
(Verwendung von cannabinoidreichen Pflanzenteilen) und der hoheren Cannabinoidausbeute
durch die CVUA-MEL-Analysemethode ist es jedoch unwahrscheinlich, dass im Rahmen der
offiziellen Beprobung des Ausgangsmaterials ein hoéherer Gesamt-THC-Gehalt ermittelt

worden ware.

5.3 Bewertung der Effekte der Verfiitterung von Nutzhanfsilage auf

die Tiergesundheit

5.3.1 Futteraufnahme

Die Verfltterung der cannabinoidarmen GP-Silage wahrend der Gewoéhnungsphase fiihrte bei
beiden Gruppen zu einer nicht signifikanten Reduktion der mittleren Futteraufnahme (Tabelle
5). Durch die Verfitterung von cannabinoidreicher BBS-Silage in der Expositionsphase kam
es in beiden Gruppen zu einer weiteren Reduktion der Futteraufnahme, welche fir Gruppe 2
im Vergleich zur Kontrollphase auch signifikant war. In der Literatur werden Effekte
verschiedener Cannabinoide auf die Futteraufnahme beschrieben, welche abhangig von der
Spezies, der Dosierung sowie dem getesteten Cannabinoid sind. Die Gabe von A%-THC fiihrte
bei Menschen und Ratten zu einer Erhohung der Nahrungs- bzw. Futteraufnahme (Farrimond
et al. 2010, Hart et al. 2002, Williams und Kirkham 2002). In einer Studie an Mausen erhdhte
sich die Futteraufnahme mit steigender A%-THC-Dosis zunachst, sank jedoch in der hdchsten
Dosierungsstufe (56 mg A%-THC/kg KGW) signifikant unter das Niveau der Kontrolle ab (Wiley
et al. 2005). Bei Hunden und Affen fuhrte selbst eine sehr hohe Dosierung von bis zu 2000 mg
A°-THC/kg KGW per os nur bei einem Teil der Tiere zu Anorexie und auch bei Ratten fiihrte
die orale Verabreichung von 500 mg A%-THC/kg KGW nur zu einer geringgradigen Abnahme
der Futteraufnahme (Thompson et al. 1973a, Thompson et al. 1973b). Auch fir CBD wird in
der Literatur ein Einfluss auf die Futteraufnahme beschrieben: Die orale Verabreichung von
4,4 mg CBD/kg KGW an Ratten ging mit einer Reduktion der Futteraufnahme einher
(Farrimond et al. 2012). Hohere intraperitoneal verabreichte Dosen bewirkten in anderen
Studien jedoch keine signifikante Reduktion der Futteraufnahme von Ratten und Mausen,

jedoch war im Einzelfall eine nicht-signifikante Tendenz zur Futteraufnahmereduktion
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erkennbar (Scopinho et al. 2011, Riedel et al. 2009, Wiley et al. 2005). Im vorliegenden
Fltterungsversuch wurden keine A%-THC Dosierungen erreicht, die in anderen, hier zitierten
Studien zu einem Absinken der Futteraufnahme fiihrten. Es ist méglich, dass Milchkihe auf
diesbezlgliche A°-THC-Effekte empfindlicher reagieren. Die CBD-Aufnahme lag im hier
beschriebenen Fitterungsversuch dagegen mit durchschnittlich 10,8 bzw. 18,3 mg/kg KGW
Uber der Dosierung, die in anderen Studien eine Reduktion der Futteraufnahme bewirkte
(Farrimond et al. 2012, Riedel et al. 2009), wodurch der beobachtete Effekt erklart werden
konnte. Da keine Reinsubstanzen getestet wurden, sind auch Kombinationseffekte der
verschiedenen, in den Nutzhanfsilagen enthaltenen Cannabinoide denkbar. So fiihrte
beispielsweise in einer Studie die Kombination von CBD und THCV zu einer starkeren
Abnahme der Futteraufnahme als CBD allein (Riedel et al. 2009).

Weiterhin ist es denkbar, dass unerwiinschte Garprodukte oder Nahrstofffraktionen in der
Nutzhanfsilage zur Reduktion der Futteraufnahme fiihrten. Silagen mit hohem Gehalt an
biogenen Aminen, Amiden, fliichtigen Fettsduren und NHs-N (Driehuis et al. 2018, Scherer et
al. 2015, Huhtanen et al. 2002) sowie ein hoher Anteil an NDF, Lignin und Fett in der Ration
(Allen 2020, Adesogan et al. 2019) werden in der Literatur als nachteilig fur die Futteraufnahme
beschrieben. Zu beachten ist hierbei jedoch, dass die GP-Silage im Vergleich zur BBS-Silage
erhdhte Buttersaure-, NH3-N-, NDF- und Ligningehalte aufwies und dennoch keine signifikante
Reduktion der Futteraufnahme im Vergleich zur Kontrollphase erfolgte. Deshalb ist fraglich, ob
diese Stoffe in der Expositionsphase am weiteren Abfall der Futteraufnahme beteiligt waren.
Durch die Umstellung von GP-Silage auf BBS-Silage erhohte sich der Rohfettgehalt in der
Grundfutterration von rund 450 g pro Kuh (Gewéhnungsphase) auf 560 g (Gruppe 1) bzw.
665 g (Gruppe 2) pro Kuh wahrend der Expositionsphase. Zusatzlich nahmen die Tiere taglich
bis zu 63 g Rohfett Uber das Kraftfutter auf. Ein zu hoher Gehalt an Fett in der Gesamtration
kann einen Rickgang der Futteraufnahme bewirken, jedoch blieb der Abfall des Milchfett- und
MilcheiweiRgehalts, der laut Literatur damit verbunden ware, aus (NRC 2001). Insgesamt blieb
der Rohfettanteil der Gesamtration unter den empfohlenen 800 g/Tier und Tag bzw. 6-7 % der

taglichen Trockenmasseaufnahme (Kamphues et al. 2009, NRC 2001).

Die von den Tieren wahrend der Expositionsphase aufgenommene A°%-Dosis betrug
durchschnittlich 1,62 mg (Gruppe 1) bzw. 2,78 mg (Gruppe 2) je kg Kérpergewicht. Verglichen
mit dem aus Humanstudien abgeleiteten LOAEL nahmen die Tiere damit bis zu 77-mal mehr
A°-THC je kg Korpergewicht auf, als zum Auslésen von adversen Effekten beim Menschen
erforderlich ist (EFSA 2015). Zusammenfassend scheinen daher die im Futter enthaltenen
Cannabinoide die wahrscheinlichste Ursache fur die beobachteten Effekte auf die
Futteraufnahme gewesen zu sein, wenngleich andere hier beschriebene Faktoren den Abfall

begunstigt haben kdnnten.
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Mit Beendigung der Verfltterung von cannabinoidreicher Nutzhanfsilage blieb die
Futteraufnahme bei der Gruppe 1 unter dem mittleren Niveau der Kontrollphase, ohne sich
jedoch signifikant von diesem zu unterscheiden. In Gruppe 2 stieg die mittlere Futteraufnahme
ab dem zweiten Tag der Nachphase wieder deutlich an (Abbildung 2) und unterschied sich
insgesamt nicht signifikant von der Kontrollphase. Negative Effekte auf die Futteraufnahme
durch die Verflitterung der BBS-Silage konnten demnach durch das Absetzen des
Futtermittels schnell kompensiert werden. Dies steht in Ubereinstimmung mit der schnellen
Normalisierung der Futteraufnahme von Mausen nach kombinierter CBD und THCV-Gabe
(Riedel et al. 2009).

5.3.2 Atemfrequenz und Herzfrequenz

Die Verfitterung der cannabinoidreichen BBS-Silage in der Expositionsphase flihrte bei
beiden Versuchsgruppen zu einer signifikanten Reduktion der Atemfrequenz, wogegen die
Verflitterung der cannabinoidarmen GP-Silage keinen signifikanten Einfluss auf diese hatte.
In beiden Gruppen kam es zur Unterschreitung der Spanne der physiologischen Atemfrequenz
(24-36 Atemziige/Minute) wahrend der Expositionsphase. Analog zu den Beobachtungen bei
der Atemfrequenz zeigte sich auch bei der Herzfrequenz eine signifikante Abnahme nur
wahrend der Expositionsphase. Auch hier kam es in beiden Gruppen zur Unterschreitung der
Spanne der physiologischen Herzfrequenz (60-80 Schlage/Minute). Bei der Beuteilung der
Messwerte der Atem- und Herzfrequenz muss beachtet werden, dass neben den im Versuch
verwendeten Referenzwerten in der Literatur auch andere physiologische Spannen fur
Milchkiihe angegeben werden. Die erfassten Werte mussen daher immer im Kontext mit
anderen Faktoren (Umwelt, Tier) bewertet werden (Divers und Peek 2008). Uberschreitungen
der physiologischen Spanne von Herz- und Atemfrequenz sind beipsielsweise bei Aufregung
und nach Bewegung mdglich. Im hier beschriebenen Versuch kénnen die Uberschreitungen
durch das Auftreiben der Tiere, das Fixieren im Fressfanggitter und die anschlieRende
Untersuchung erklart werden, da es keine Hinweise auf zugrundeliegende krankhafte
Prozesse oder unglinstige Umweltfaktoren (Hitze, hohe Luftfeuchtigkeit) gab. Die im Versuch
gemessenen Unterschreitungen der festgesetzten Spanne der pysiologischen Atemfrequenz
lagen bei anderen Autoren noch im Referenzbereich. Vergleicht man jedoch das individuelle
Minimum der betroffenen Tiere mit ihrem individuellen Mittelwert aus der Kontroll- und der
Gewohnungsphase, erkennt man einen Abfall der individuellen Atemfrequenzen auf 54—64 %
des Ursprungsniveaus. Dieser deutliche Abfall kann aus tierarztlicher Sicht als Bradypnoe
gewertet werden. Klinisch kann eine Bradypnoe beispielsweise im Zusammenhang mit der
Verminderung der Empfindlichkeit des Atemzentrums bei Gehirnkrankheiten auftreten
(Baumgartner und Wittek 2017). Die im Versuch beobachteten Unterschreitungen der

festgesetzten Spanne der pysiologischen Herzfrequenz betragen bei individueller
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Betrachtung, analog zum Vorgehen bei der Atemfrequenz, 58-73 % des Ursprungsniveaus
und kénnen als Bradykardie eingestuft werden. Auch bei Heranziehung der Herzfrequenz-
Referenzwerte anderen Autoren ist eine Einordnung als Bradykardie klar mdglich.
Bradykardien werden bei Kihen nur selten, beispielsweise bei Hypophysenabzessen,
Vagusreizung, Botulismus (Divers und Peek 2008) oder nach intensivem Futterentzug
(McGuirk et al. 1990) beobachtet.

Da fiir die signifikante Reduktion der Atem- und Herzfrequenz in beiden Gruppen wahrend der
Expositionsphase keine krankhaften Prozesse, die diese Beobachtung erklaren koénnten,
festgestellt wurden, ist davon auszugehen, dass die Verflutterung der cannabinoidreichen
BBS-Silage ursachlich daflir war. Diese Beobachtung deckt sich mit zahlreichen Studien, in
denen nach Verabreichung von A%-THC ein Absinken der Herz- und Atemfrequenz bei
Mausen, Ratten, Katzen sowie Hunden beobachtet werden konnte (Moss und Friedmann
1976, Graham und Li 1973, Thompson et al. 1973a, Thompson et al. 1973b, Phillips et al.
1971). Cannabisextrakt bewirkte bei Ratten und Katzen ebenfalls ein Absinken der Atem- und
Herzfrequenz, wogegen die alleinige Verabreichung von CBN bzw. CBD keinen Effekt auf die
genannten Parameter hatte (Graham und Li 1973). Auch bei Hunden beeinflusste die alleinige
Gabe von CBD die Atmung nicht (Moss und Friedmann 1976). Im Gegensatz dazu reagiert
der Mensch auf die Aufnahme von A°-THC mit einer Erhohung der Herzfrequenz (Solowij et
al. 2019, Martin-Santos et al. 2012, Jones 2002, Gong et al. 1984). Die alleinige Verabreichung
von CBD bleibt bei Menschen jedoch ebenfalls ohne Auswirkung auf die Herzfrequenz (Solowij
et al. 2019, Sultan et al. 2017, Martin-Santos et al. 2012, Gong et al. 1984).

FUr Wiederkauer existieren bisher keine Untersuchungen zum Einfluss von Cannabinoiden auf
die Atem- und Herzfrequenz. Die vorliegende Arbeit zeigt erstmalig, dass die Aufnahme von
Cannabinoiden bei Milchkuhen zu einer signifikanten Reduktion der Atem- und Herzfrequenz
fuhren kann. Aufgrund der zitierten Untersuchungen anderer Autoren kann vermutet werden,
dass die beobachtete Abnahme der Atem- und Herzfrequenz bei Milchkiihen durch A°-THC,
nicht jedoch durch CBD, vermittelt wurde. Aufgrund der — im Vergleich zu A°-THC und CBD —
sehr geringen Gehalte an anderen Cannabinoiden im Futter ist fraglich, ob diese in

nennenswertem Umfang an den beobachteten Effekten beteiligt waren.

Fir beide Vitalparameter konnte nach dem Absetzen der cannabinoidreichen BBS-Silage eine
Normalisierung der Werte innerhalb von maximal 24 h festgestellt werden. Interessant ist, dass
sich bereits drei Stunden nach Absetzen der cannabinoidreichen BBS-Silage und Ubergang
zur nutzhanffreien Ration (entspricht der Zeit zwischen Wechsel des Futters und Messung der
Vitalparameter), die mittlere Atemfrequenz einer und die mittlere Herzfrequenz beider Gruppen

wieder normalisiert hatte. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die Futteraufnahme bei
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Milchkihen vornehmlich tagstber stattfindet und nach Vorlage von frischem Futter und nach
dem Melken erhoht ist (Keyserlingk und Weary 2010). Es kann daher davon ausgegangen
werden, dass die Uberwiegende Cannabinoidaufnahme tagstiber erfolgte, wodurch negative

Effekte auf die Tiergesundheit bereits im Laufe der Nacht abgeschwacht worden sein kénnten.

5.3.3 Korpertemperatur

Die Verfutterung von Nutzhanfsilage hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
Korpertemperatur der Versuchskiihe. Unterschreitungen der Spanne der physiologischen
Korpertemperatur (38,0-39,0 °C) durch die Versuchskiihe wahrend der Hanffltterung waren
nicht andauernd, sodass nicht von einer versuchsbedingt induzierten Hypothermie
ausgegangen wird. Die Beobachtungen lassen sich vielmehr durch eine zu strikte Festlegung
der physiologischen Spanne, durch Ubliche Schwankungen der Koérpertemperatur oder durch
messmethodenbedingte Schwankungen erklaren (Ammer et al. 2016, Suthar et al. 2012,
Burfeind et al. 2010, Firk et al. 2002). Das einmalige Fieber einer Kuh aus Gruppe 2 (Kuh mit
der subklinischen Ketose, siehe Kapitel 4.1) wahrend der Kontrollphase entstand vermutlich
krankheitsbedingt (Mastitis) und nicht im Zusammenhang mit der Fitterung. In Studien an
Mausen, Ratten und Hunden konnte eine dosisabhangige A°-THC-induzierte Hypothermie
belegt werden, wogegen CBD allein keine Absenkung der Kérpertemperatur bewirkte (Vaughn
et al. 2020, Schreiber et al. 2018, Taffe et al. 2015). FUr Wiederkduer liegen derzeit keine
Studien zur Induktion einer Hypothermie durch Cannabinoide vor. Es ist denkbar, dass die
vergleichsweise geringe A°-THC-Dosis im hier dargestellten Versuch im Gegensatz zu den
zitierten Studien fur den fehlenden Effekt auf die Kérpertemperatur der Milchkiihe maR3geblich

war.

5.3.4 Korpergewicht

Durch die Verfutterung von Nutzhanfsiage kam es zu keinen signifikanten
Gewichtsveranderungen bei den Versuchskuhen im Vergleich zur Kontrollphase. Lediglich in
der Nachphase wurde bei beiden Gruppen eine signifikante Reduktion des mittleren
Kdrpergewichtes im Vergleich zur Expositionsphase (Gruppe 1: —21 kg, Gruppe 2: —31 kQg)
beobachtet. Grundsatzlich ist zu beachten, dass auch bei gesunden Kihen aufgrund des
grollen Vormagensystems in Abhangigkeit von Futter- und Wasseraufnahme mit
betrachtlichen Gewichtsschwankungen zu rechnen ist (Maltz et al. 1997). Die einmalige
Messung des Korpergewichts je Versuchsphase muss daher hinsichtlich ihrer Aussagekraft
hinterfragt werden, obwohl durch standardisierte Messzeit (nach dem Melken, vor dem

erneuten Fressen/Trinken) ein solcher Einfluss minimiert werden sollte.
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5.3.5 Tierbeobachtung

Die Verfitterung der cannabinoidreichen BBS-Silage in der Expositionsphase flihrte bei
beiden Versuchsgruppen zu untypischen Beobachtungen in Bezug auf das Tierverhalten und
die Physiologie im Vergleich zu den beiden vorangegangenen Versuchsphasen. Es wurde
vermehrtes Zungenspiel und Gahnen, untypische Bewegungsmuster (vorsichtiger Gang,
gestorte Bewegungskoordination, lange Standzeiten), Mudigkeit bis hin zur Somnolenz, ein
anhaltender Vorfall sowie Rétung der Nickhaut sowie vermehrte nasale Sekretion und
Hypersalivation beobachtet. Die beobachteten Effekte stehen in Ubereinstimmung mit
friheren Untersuchungen anderer Autoren. So wurden beispielsweise bei Mausen und Ratten
Depression und Inaktivitat, Ataxien sowie der Verlust des Stellreflexes nach Verabreichung
von A°-THC beobachtet (Thompson et al. 1973a, Phillips et al. 1971). Bei Affen zeigten sich
Schlafrigkeit und verlangsamte Bewegungen; bei Hunden Schlafrigkeit, Ataxien und Salivation
(Thompson et al. 1973a). In einer weiteren Studie an Hunden, die A°-THC-haltige CBD-
Praparate erhielten, wurde eine gesteigerte nasale Sekretion, Fellverfarbungen durch
Speichel, sowie ein spontaner Vorfall der Nickhautdriise beschrieben, wenngleich die
Aussagekraft der Studie durch das Fehlen einer Kontrollgruppe limitiert ist (McGrath et al.
2018). Beim Menschen trat eine Rétung der Konjunktiven nach oraler Aufnahme von A%-THC
oder nach inhalativem Marihuanakonsum auf (Ménétrey et al. 2005, Clark 1975). Die
Aufnahme von A°-THC fiihrte bei Menschen zunachst zu einer Reduktion der Speichelbildung.
Nach 24 Stunden war dagegen eine signifikante Erhéhung des Speichelflusses zu messen
(Jones et al. 1981). Fur CBD wurden in Studien tGberwiegend keine Effekte auf die im Rahmen
dieser Studie beobachten Parameter berichtet (Bergamaschi et al. 2011). Es wird vermutet,
dass in Studien beschriebene Nebenwirkungen von CBD auf das Vorhandensein von A°-THC-
Rickstanden in den verwendeten Praparaten zurlickzufiihren ist (Lachenmeier et al. 2021).
Es ist daher naheliegend, dass die im vorliegenden Versuch beobachteten Effekte im Rahmen
der Tierbeobachtung durch AS-THC hervorgerufen wurden. Zeitgleich kann nicht
ausgeschlossen werden, dass auch andere in der Ration enthaltene Cannabinoide mit

AS-THC-artiger Wirkung an der Auspragung dieser Effekte beteiligt waren.

Auffallend war, dass nicht alle Tiere das komplette Spektrum an beobachteten Effekten im
Rahmen der Tierbeobachtung zeigten. Dies konnte in der unterschiedlichen Cannabinoiddosis
aufgrund der individuell verschiedenen Futteraufnahme begriindet sein (siehe Kapitel 4.4.1.1).
Auch ist es moglich, dass die Tiere durch andere Mechanismen, wie beispielsweise
interindividuelle Unterschiede in der Absorptionsrate oder dem Metabolismus, unterschiedlich
empfanglich gegenlber der Wirkung von A°-THC waren, wie dies flir andere Spezies in der
Literatur beschrieben ist (Vaughn et al. 2020, Sachse-Seeboth et al. 2009, Perez-Reyes et al.
1973b).
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5.3.6 Tagesmilchleistung

Die Verfltterung der cannabinoidarmen GP-Silage flihrte bei Gruppe 1 zu einer signifikanten
Reduktion der Tagesmilchleistung im Vergleich zur Kontrollphase. Weiterhin fihrte die
Verfltterung der cannabinoidreichen BBS-Silage bei beiden Gruppen zu einer signifikanten
Reduktion der Tagesmilchleistung im Vergleich zur Kontrollphase. Es gibt vielfaltige
Einflussfaktoren auf die Milchleistung von Kiihen. Hierzu zahlen neben der Rasse und dem
Alter der Tiere zahlreiche weitere Aspekte wie die Haltung, die Fitterung, das
Gesundheitsmanagement, die Hygiene sowie klimatische Faktoren (Jensen et al. 2019, West
et al. 2003, Kenelly et al. 1999, Sejrsen und Purup 1997, Jeffery et al. 1971). Im Versuch kam
es, abgesehen von der Umstellung der Fitterung, zu keinen Veranderungen der vorgenannten
Aspekte. Die energetischen Unterschiede der verschiedenen Versuchsrationen waren nur
marginal (Tabelle 4), daher es ist denkbar, dass die Reduktion der Futteraufnahme wahrend
der Gewodhnungs- und noch starker wahrend der Expositionsphase ursachlich fur den
beobachteten Abfall der Tagesmilchleistung war. Unklar bleibt dann jedoch, warum wahrend
der Nachphase, trotz geringerer Futteraufnahme im Vergleich zur Kontrollphase, Gruppe 1 die
urspriingliche Milchleistung der Kontrollphase nahezu wieder erreichte und Gruppe 2 diese

sogar signifikant Ubertraf.

Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden, dass A%-THC oder weitere Cannabinoide im
Nutzhanf Uber andere Mechanismen als eine Futteraufnahmereduktion direkt oder indirekt
einen Einfluss auf die Milchleistung hatten. In einer Studie an Ratten, die taglich subkutane
Dosen von 50-250 mg A%-THC/kg Korpergewicht wahrend der Trachtigkeit erhielten, wurde
die Entwicklung einer postpartalen Agalaktie festgestellt (Pace et al. 1971). Die zwei- bis
finfmalige Gabe von 2 mg A%-THC/kg Korpergewicht pro Woche bei Totenkopfaffchen fiihrte
dagegen zu keiner Reduktion der Milchmenge im Vergleich zur Kontrollgruppe (Chao et al.
1976). In Studien an Ratten wurde weiterhin eine Reduktion der Wasseraufnahme nach Gabe
von A%-THC, CBD bzw. CBN festgestellt (Sofia und Knobloch 1976). In anderen Studien an
Ratten und Mausen blieb die alleinige Verabreichung von CBD bzw. CBN dagegen ohne
Einfluss auf die Wasseraufnahme, wogegen A°-THC und eine Kombination aus A>-THCV und
CBD eine signifikante Reduktion der Wasseraufnahme bewirkte (Riedel et al. 2009, Fernandes
et al. 1974). In zwei weiteren Studien an Ratten, die Uber einen langeren Zeitraum
Cannabisextrakt erhielten, zeigte sich dagegen kein Einfluss bzw. letztlich sogar eine
Zunahme der Wasseraufnahme (Graham und Li 1973, Thompson et al. 1973b). Im Rahmen
der hier durchgefiihrten Futterungsstudie wurde die Wasseraufnahme der Tiere nicht
gemessen. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass die hohere
Cannabinoidaufnahme wahrend der Expositionsphase Uber eine reduzierte Wasseraufnahme

der Tiere am Absinken der Milchleistung beteiligt war.
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5.3.7 Milchinhaltsstoffe

Hinsichtlich der Milchinhaltsstoffe Fett, Eiweil3, Trockenmasse, fettfreie Trockenmasse,
Zellzahl sowie dem Fett:Eiwei3-Quotienten wurden durch die Verfutterung von Nutzhanf keine
signifikanten Veranderungen beobachtet. Damit konnten die Beobachtungen einzelner
Bauern, die in Schweizer Zeitungsartikeln von einer Verbesserung der Milchinhaltsstoffe
(konkret: Erhéhung des Fett- und Eiweil3gehalts) und einer héheren Eutergesundheit durch
die Verfitterung von Nutzhanf berichteten, nicht belegt werden (siehe Kapitel 2.2.1).
Wissenschaftliche Untersuchungen zum Einfluss der Verfltterung der ganzen Hanfpflanze
oder anderer Pflanzenteile als den Samen und daraus gewonnenen Produkten (Hanfdl,

Hanfkuchen) auf die Milchinhaltsstoffe von Wiederkauern liegen bisher nicht vor.

Fur den Laktosegehalt wurde bei Gruppe 2 ein signifikanter Abfall in der Gewdhnungs- im
Vergleich zur Nachphase festgestellt. Der Laktosegehalt in der Milch Iasst sich Ublicherweise
Uber die Futterung kaum beeinflussen. Bei Milchkiihen in der Spatlaktation wurde jedoch ein
Zusammenhang zwischen verringertem Energiegehalt des Futters und verringertem
Laktosegehalt der Milch nachgewiesen (Dawson und Rook 1972). Da der beobachtete Abfall
bei der analog gefltterten Gruppe 1 wahrend der Gewdhnungsphase nicht nachgewiesen
werden konnte, ist ein Zusammenhang zwischen Futterung und Abfall des Laktosegehalts
unwahrscheinlich. Weiterhin kdnnen Eutererkrankungen Uber eine gestdrte Zellfunktion den
Laktosegehalt der Milch beeinflussen (Alessio et al. 2016). Die wahrend der
Gewdhnungsphase im Vergleich zu den Gbrigen Versuchsphasen erhdhte mittlere Zellzahl bei
Gruppe 2 kann als Indikator einer Dysfunktion der Laktozyten betrachtet werden, wodurch der
verminderte Laktosegehalt der Milch in dieser Phase erklart werden konnte. Zeitgleich kann
festgestellt werden, dass die Zellzahl mit maximal 116.500/ml in dieser Phase unterhalb des
Grenzwertes von 200.000/ml liegt, ab dem zugrundeliegende krankhafte Prozesse
wahrscheinlich sind (Schukken et al. 2003). Grundsatzlich lag die mittlere Zellzahl der
Gruppe 1 Uber alle Phasen hinweg Uber dem winschenswerten Niveau von maximal
100.000/ml, was jedoch mit der weit fortgeschrittene Laktationszeit der Tiere begriindet

werden kann (Hagnestam-Nielsen et al. 2009, Schepers et al. 1997).

Fur den mittleren Harnstoffgehalt wurde lediglich bei Gruppe 2 wahrend der Expositionsphase
eine signifikante Erhdhung auf 6,4 mmol/l beobachtet. Der Harnstoffgehalt der Milch spiegelt
die Rohproteinversorgung der Tiere Uber die Ration wider. Als optimal werden Gehalte von
etwa 2,5-5,0 mmol/l angesehen, wobei sich neuere Untersuchungen fiir eine niedrigere obere
Grenze (4,2 mmol/l) aussprechen. Hohere Milchharnstoffgehalte sind ein Hinweis auf einen
Rohprotein-Uberschuss in der Ration (Glatz-Hoppe et. al 2020). Der 1:1 Austausch von
Maissilage durch rohproteinreiche BBS-Silage fiihrte in der Expositionsphase zu einem

hoheren Rohproteingehalt der Tagesration/Kuh (Gruppe 1: +62 g, Gruppe 2: +125Q),
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wogegen sich der Rohproteingehalt der Ration beim Austausch gegen GP-Silage nicht
nennenswert erhdhte. Die veranderte Rationszusammensetzung kann daher ursachlich flr

den erhdhten mittleren Harnstoffgehalt der Gruppe 2 wahrend der Expositionsphase sein.

Die Energieversorgung der Kuhe im Versuch kann anhand Milchinhaltsstoffe (Eiweil® = 3,2 %,

Fett:Eiweil-Quotient < 1,4) als optimal angesehen werden (Glatz-Hoppe et. al 2020).

5.4 Bewertung der Cannabinoidgehalte der Milch- und

Blutplasmaproben

5.4.1 Cannabinoidgehalte der Milchproben und Transferraten

Bisher liegen nur zwei Berichte, jedoch keine begutachteten Studien, Uber den Transfer von
AS-THC nach oraler Aufnahme in die Milch von Kiihen vor. Die dort erwahnten Tranferraten
liegen mit 0,1 % (Guidon und Zoller 1999) bzw. 0,15 % (EFSA 2015, EFSA 2011) im Vergleich
zu 0,22-0,29 % der ermittelten A%-THC-Transferraten aus der vorliegenden Arbeit (siehe
Kapitel 4.4.2.1) in einer &hnlichen Groéfenordnung. Der maximale A°-THC-Gehalt der
Kuhmilch nach versehentlicher Verfitterung von Hanfpellets wurde mit umgerechnet rund
240 pg/kg in der Tankmilch, bei einer durchschnittlich aufgenommenen Gesamt-THC-Dosis
von 3250 mg/Kuh, angegeben (EFSA 2015, EFSA 2011). Dieser Wert ist vergleichbar mit dem
durchschnittlichen A°-THC-Gehalt von 193 ug/kg in der Milch der Versuchskiihe aus Gruppe 2

(Versuchstag 16—20) aus der vorliegenden Arbeit.

Bei der wissenschaftlichen Einordnung der zwei Berichte ist zu beachten, dass sich deren
Versuchsdesigns — einmalige Verfitterung einer Gelatinekapsel bzw. versehentliche
Verfutterung von Hanfpellets mit bekanntem Gesamt-THC-Gehalt und anschliellender
Herdenmilchprobe aus der Tankmilch — nennenswert vom hier vorliegenden Versuchsdesign
unterscheiden. Aufgrund der langer andauernden A°-THC-Verabreichung Uber
nutzhanfhaltiges Futter sowie der strikten analytischen Unterscheidung von A°-THC und seiner
Vorstufe A°-THCA liefert die vorliegende Studie erstmalig belastbare Transferraten fir A°-THC

aus dem Futter in die Milch von Kihen.

In groRtenteils neueren Studien an Menschen wurde der Ubergang von A%-THC und anderen
Cannabinoiden in die Muttermilch untersucht (Tabelle 14). Die in der vorliegenden Studie
gemessenen A°-THC-Gehalte in Kuhmilch waren im Vergleich zu den zitierten Studien im
Allgemeinen hoher als in der menschlichen Milch, was darauf hindeutet, dass die
aufgenommene Cannabinoiddosis der Versuchskiihe Uber der Dosis der Frauen gelegen
haben koénnte. Die aufgenommene Cannabinoiddosis wurde bei den Studien an Menschen in
der Regel nicht angegeben. Auch ist der Milchfettgehalt der Muttermilchproben in den Studien

nicht hinterlegt, weshalb dessen Einfluss auf den Transfer der lipophilen Substanz A°-THC
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nicht ausgeschlossen werden kann. Aufgrund der fehlenden Angaben sind direkte Vergleiche

mit der vorliegenden Studie nicht mdglich.

Transferraten anderer Cannabinoide als A%-THC sind aus der verfligbaren Literatur nicht zu
entnehmen, weshalb ein Vergleich mit im vorliegenden Versuch ermittelten Transferraten nicht
moglich ist. Die vorliegende Arbeit liefert hier erstmalig Daten. Dennoch konnten in der
Vergangenheit verschiedene Cannabinoide in der Milch von Menschen und Tieren

nachgewiesen werden. Einen Uberblick liefert Tabelle 14.

Der Nachweis von CBD nach Cannabinoidexposition gelang in allen zitierten Studien beim
Menschen, jedoch nur bei einem Bruchteil der in diesen Studien untersuchten Milchproben.
Der CBD-Gehalt in der Muttermilch war gering und lag deutlich unterhalb der ebenfalls
gemessenen A°-THC-Gehalte (Moss et al. 2021, Sempio et al. 2021, Bertrand et al. 2018).
Marihuana weist einen, im Vergleich zu A°-THC geringeren CBD-Gehalt als Nutzhanf auf
(siehe Kapitel 2.1). Zeitgleich lag die Nutzhanfaufnahme der Versuchskihe im Bereich von
mehreren Kilogramm, wogegen beim inhalativen Drogenkonsum weniger als ein Gramm
Marihuana konsumiert wird (Baker et al. 2018). Damit kdnnen die hohen CBD-Gehalte in

Kuhmilch im Vergleich zur Muttermilch hinreichend begriindet werden.

Das Vorkommen von A°-THCV, CBN und CBDV in Milch wurde bisher nur in zwei Studien an
Marihuana konsumierenden Frauen untersucht, jedoch konnten die Cannabinoide im
Gegensatz zur vorliegenden Studie nicht nachgewiesen werden (Sempio et al. 2021, Bertrand
et al. 2018). Der Marihuanakonsum der Frauen in den Vergleichsstudien lag teilweise mehrere
Stunden zuriick bzw. war nicht bekannt. Es ist denkbar, dass eine Kombination aus geringerer
Aufnahmemenge und héherem zeitlichem Abstand bis zur Beprobung dazu geflihrt hat, dass
der Gehalt an A%>-THCV, CBN und CBDV in den Milchproben der Frauen bereits unter der
Nachweisgrenze lag. Hierfir spricht, dass auch die im vorliegenden Versuch detektierten
A°-THCV, CBN und CBDV-Gehalte in der Kuhmilch trotz zeitgleich hoher A°>-THC-Gehalte in

der Milch eher gering ausfielen.

Bezlglich des Nachweises der beiden Stoffwechselmetaboliten 11-OH-THC und THC-COOH
in der Milch zeigt sich ein differenziertes Bild: Nach oraler Verabreichung von 625 mg A°-THC
an eine Milchkuh konnte, in Ubereinstimmung mit der vorliegenden Studie, kein 11-OH-THC
in der Kuhmilch nachgewiesen werden (Guidon und Zoller 1999). Im Gegensatz dazu konnte
bei vier von flnf Studien 11-OH-THC nach Cannabiskonsum in der Milch von Frauen detektiert
werden (Tabelle 14). Bei genauerer Betrachtung der Studien fallt jedoch auf, dass der
Metabolit nur in einem Bruchteil der untersuchten Milchproben und nur in geringer

Konzentration auftrat.
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Tabelle 14: Nach Cannabinoidexposition nachgewiesene Cannabinoide in der Milch von Menschen und Tieren

vorliegende Moss et al. Sempio etal.  Baker et al. Bertrand et Guidon und Ahmad und  Perez-Reyes

Arbeit 2021 2021 2018 28'1' 8 fg'g A1hg;2d “”1d9\é\;a"
Milchkuh Mensch Mensch Mensch Mensch Milchkuh Buffel Mensch
AS-THC v v v v v v n.a. v
AS-THCA v n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
AS-THCV v n.a. X n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
CBD v v v n.a. v n.a. n.a. n.a.
CBN v n.a. X n.a. X n.a. n.a. n.a.
CBDV v n.a. X n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
11-OH-THC X v v X v X n.a. v
THC-COOH X v v X n.a. n.a. v X

Cannabinoid nachgewiesen (v'), nicht nachgewiesen (x) bzw. nicht analysiert (n.a.)
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Der zweite Metabolit, THC-COOH, konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit in keiner
Kuhmilchprobe nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu trat THC-COOH in finf von zehn
Milchproben von Biiffeln, die wildwachsende Marihuanapflanzen fralen, mit einer
Konzentration von durchschnittlich 51 £ 20 ng/ml auf (Ahmad und Ahmad 1990). Beim
Menschen konnte der Metabolit in zwei von vier Studien in der Muttermilch nachgewiesen
werden (Tabelle 14), allerdings war er nur bei einem Teil der Proben nachweisbar und die

Konzentration in der Milch war deutlich geringer (Moss et al. 2021, Sempio et al. 2021).

Grundsatzlich kann festgestellt werden, dass in den Studien an Menschen in der Regel keine
Angaben zur aufgenommenen Cannabinoiddosis existieren, wodurch ein Vergleich mit den
vorliegenden Ergebnissen erschwert wird. Lediglich bei einer Studie (Baker et al. 2018) sind
sowohl Dosis, Expositionsweg und Abstand zwischen Exposition und Beprobung klar definiert.
In dieser Studie konnte weder 11-OH-THC noch THC-COOH in der Muttermilch detektiert
werden. Es ist mdglich, dass der beim Menschen Ubliche Expositionsweg der Inhalation zu
einem konzentrierteren Anfluten der Metaboliten in der Muttermilch gefiihrt hat, wodurch diese,
im Gegensatz zur Kuhmilch, nachweisbar waren. Bei der Studie an Biiffeln (Ahmad und
Ahmad 1990) wurde durch die Aufnahme von Marihuana statt Nutzhanf vermutlich in kurzer
Zeit eine grole Menge A%-THC aufgenommen, womit die hohen Gehalte des Metaboliten
THC-COOH in der Milch erklart werden kdnnten. Weiterhin ist der Fettgehalt von Buffelmilch
rund doppelt so hoch wie der von Kuhmilch, wodurch eine Anreicherung der lipophilen
Substanzen begunstigt wird (Ahmad und Ahmad 1990). Zeitgleich konnte der Metabolit in der
Halfte der untersuchten Proben nicht nachgewiesen werden, sodass auch hier die
Aufnahmemenge sowie der zeitliche Abstand zwischen Exposition und Beprobung eine Rolle
gespielt haben kdnnten. Die Kihe im vorliegenden Versuch waren Uber die Ration einer
gleichbleibenden und, im Vergleich zu Marihuanapflanzen, geringen Cannabinoiddosis
ausgesetzt, sodass es denkbar ist, dass die Metaboliten nur in sehr geringer Konzentration im
Blutplasma vorlagen und damit in der Milch nicht detektierbar waren. Grundsatzlich sind
11-OH-THC und THC-COOH weniger lipophil als A°-THC, weshalb geringere Gehalte der
Metaboliten im Vergleich zu A°-THC in der Milch erwartet wurden (Moss et al. 2021, Sempio
et al. 2021, Baker et al. 2018, Bertrand et al. 2018, Perez-Reyes und Wall 1982). Weiterhin
zeigte 11-OH-THC in gefrorenen Milchproben eine hohe Instabilitat und wies bereits nach
einer Woche nur noch 45 % Wiederfindungsrate auf, was auch bei der Tiefkihllagerung der
Proben aus dem vorliegenden Versuch eine Rolle gespielt haben kénnte (Sempio et al. 2021).
Der fehlende Nachweis von 11-OH-THC und THC-COOH in den Milchproben steht demnach

nicht im Widerspruch zu anderen Untersuchungen.
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Eine Untersuchung des A°>-THCA-Gehalts von Milch wurde bisher weder in Studien an Tieren
noch beim Menschen vorgenommen, wodurch Vergleiche mit der vorliegenden Studie nicht

maoglich sind.

Die vorliegende Studie liefert zudem erste Hinweise darauf, dass der Transfer einzelner
Cannabinoide aus dem Futter in die Milch beim Vorliegen von Stoffwechselstdrungen
verandert sein kdnnte. So zeigte eine Kuh aus Gruppe 2 mit subklinischer Ketose eine bis zu
doppelt so hohe Transferrate fiir A°>-THC wie die anderen Tiere der Gruppe. Analog zeigte die
Kuh auch fir CBD und CBN hohere Transferraten, welche als milde Ausrei3er definiert wurden
(< 3-facher 1QA). Denkbar ware, dass es im Rahmen der subklinischen Ketose zu
Veranderungen im Leberstoffwechsel kam, die auch die Cannabinoid-metabolisierenden
Enzyme der Familie Cytochrom P450 betrafen. So zeigte sich bei der Fitterung von Ratten
mit ketogenen Rationen eine Induktion des Ethanol-induzierten Cytochroms P450IIE (Yun et
al. 1992). Weiterhin ist bekannt, dass ketotische Stoffwechsellagen zu einem Anstieg des
Milchfettgehalts fiihnren (Gulinski 2021). Da sich A%-THC aufgrund seiner pysikochemischen
Eigenschaften im Korper verteilt (siehe Kapitel 2.3.2.3), konnte bei hoherem Milchfettgehalt
auch mehr A°-THC in die Milch ibergehen. Im Gegensatz dazu wies eine Kuh aus Gruppe 1
fir AS-THCV, CBD und CBDV nur etwa ein 0,3-0,4-faches der Transferraten der anderen
Gruppentiere auf, ohne jedoch als Ausreil3er aufzufallen. Um sichere Aussagen zum Einfluss
von Stoffwechselstérungen auf die Transferraten von Cannabinoiden treffen zu kdnnen,

werden weiterfhrende Untersuchungen bendtigt.

Grundsatzlich kann festgehalten werden, dass die Transferraten der in dieser Arbeit
untersuchten Cannabinoide mit deutlich unter einem Prozent (siehe Kapitel 4.4.3), analog zur
Transferrate von A°-THC, sehr gering ausfallen. Aufgrund der potentiell hohen Aufnahme von
Cannabinoiden Uber nutzhanfhaltige Futtermittel sind, im Gegensatz zum inhalativen Konsum
von Drogenhanf, in der Kuhmilch dennoch hohe Cannabinoidgehalte denkbar, welche fur den
Verbraucher ein Risiko darstellen kénnen. Unklar ist bisher, inwieweit die ermittelten
Transferraten durch mikrobielle Prozesse im Pansen beeinflusst wurden. So ist es denkbar,
dass es zur (partiellen) Umwandlung einzelner Cannabinoide in &hnlich strukturierte
Cannabinoide durch die Pansenmikrobiota kam. Solche ruminalen Umwandlungsprozesse
konnten beispielsweise fir das Farntoxin Ptaquilosid nachgewiesen werden (Aranha et al.
2019). Vergleichbare Prozesse konnten zu einer Unter- bzw. Uberschatzung einzelner

Transferraten gefihrt haben.

5.4.2 Cannabinoidgehalte der Blutplasmaproben
Bisher gibt es nur eine Studie, die sich mit den Blutplasmagehalten verschiedener

Cannabinoide nach oraler Hanffltterung an Kiihe, in diesem Fall Holstein Kalber, beschaftigt
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hat (Kleinhenz et al. 2020b). Die in der Studie verabreichte Cannabinoiddosis lag dabei
deutlich unterhalb der Dosis, die die Kihe aus dem vorliegenden Versuch in der
Expositionsphase aufgenommen hatten. Dies konnte erklaren, warum A°-THC, CBN und
CBDV, im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit, im Plasma der Kalber nicht nachweisbar und
CBD lediglich in einem kleinen Teil der analysierten Proben detektierbar war. Lediglich flr
A°-THCA lag die Dosis der Kélber drei- bzw. sechsfach ber der Dosis aus dem vorliegenden
Versuch und erreichte im Plasma umgerechnet eine mittlere maximale Konzentration von
12,1 pg/l. Der A%-THCA-Gehalt des Plasmas aus unserem Versuch lag mit 9,5-15,4 ug/l in
einer vergleichbaren Gréenordnung. Analog zu unserem Versuch konnten 11-OH-THC und
THC-COOH nicht im Plasma der Kalber nachgewiesen werden. Das Cannabinoid A%>-THCV
wurde in der zitierten Studie an Kalbern nicht analysiert, wodurch die vorliegende Studie

erstmals fur Kihe Plasmagehalte prasentiert.

Weiterhin berichtet eine kurze Mitteilung, dass nach der einmailgen Verabreichung von
625mg THC in einer Gelatinekapsel an eine Milchkuh eine maximale THC-
Plasmakonzentration von umgerechnet 5 ug/l erreicht wurde, wogegen die Substanz in der
Kuhmilch eine vierfach héhere Maximalkonzentration aufwies. Der 11-OH-THC-Gehalt im
Plasma lag bei umgerechnet unter 1 pug/l (Guidon und Zoller 1999). Im vorliegenden Versuch
lag die durchschnittlich aufgenommene A°-THC-Dosis je Kuh in der Expositionsphase (Tabelle
12) rund zwei- bis dreifach Uber der der zitierten Mitteilung, wodurch die mit 7,2—14,2 ug/l rund
1,4-2,8-fach héheren Plasmagehalte gut erklart werden kénnen. Die korrespondierenden
AS-THC-Gehalte der Milch waren in der vorliegenden Studie jedoch deutlich héher, was durch
eine Anreicherung der lipophilen Substanz durch die langerandauernde Futterung erklart

werden konnte.

Grundsatzlich gibt der Milch-Plasma-Quotient (M/P) der Cannabinoide Auskunft Gber ihre
Fahigkeit in der Milch zu akkumulieren, wobei ein Verhaltnis > 1 auf eine Anreicherung der
Substanz in der Milch hinweist. In der vorliegenden Studie wiesen die M/P von AS-THC,
AS-THCV und CBD auf eine deutliche Anreicherung der Substanzen in der Milch hin. Die
Saurevorstufe A°-THCA reicherte sich dagegen nicht an und CBDV zeigte mit einer M/P von
0,7-2,1 keine klare Tendenz. Fir A°-THC und CBD decken sich die hier aufgefiihrten
Beobachtungen mit frilheren Studien an Mittern (Moss et al. 2021, Perez-Reyes und Wall
1982). Auch die grofe Spannweite der M/P von A%-THC deckt sich mit einer friiheren Studie
(Moss et al. 2021).

5.5 Bewertung der Expositionsschatzung

Die Schatzung der Exposition gegeniber A°-THC aus Kuhmilch und daraus hergestellten

Milchprodukten mittels EFSA-RACE-Tool zeigte fiir alle Verbrauchergruppen in nahezu allen
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Szenarien eine mogliche Uberschreitung der akuten Referenzdosis (ARfD). Menschen unter
18 Jahren waren dabei in besonderem Ausmalf} von einer Uberschreitung der ARTD betroffen;
Babys (bis inklusive 11 Monate alt) Gberschritten diese sogar um bis zu 118-fach. Der fir die
Berechnung im EFSA-RACE-Tool herangezogene Konsum an Milch- und Milchprodukten bei
Letzteren schlieRt dabei auch Sauglingsnahrung, nicht jedoch Muttermilch mit ein (Dubuisson
et al. 2018). Lediglich bei durchschnittlichem Konsum von Milch- und Milchprodukten mit
einem A%-THC-Gehalt in Hohe des Gehaltes der Kuhmilch aus der Gewohnungsphase kam

es bei keiner Verbrauchergruppe zu einer Uberschreitung der akuten Referenzdosis.

,Die ARfD einer Chemikalie ist eine Schatzung der Menge einer Substanz in Lebensmitteln
und/oder Trinkwasser, [...] die in einem Zeitraum von 24 Stunden oder weniger ohne
nennenswertes Gesundheitsrisiko fiir den Verbraucher aufgenommen werden kann [...]"
(JMPR 2002). Eine vollstandige Ausschopfung der ARfD bedeutet dabei nicht zwangslaufig
eine konkrete Gesundheitsgefahrdung, sondern dass ein mogliches Risiko nicht mehr mit der
geforderten Sicherheit auszuschlielen ist (LGL Bayern 2020). Bei der Ableitung der ARfD flr
A°-THC wurde ein Unsicherheitsfaktor von 30 zugrunde gelegt (EFSA 2015). Die im Rahmen
der Expositionsschatzung ermittelte Ausschopfung der ARfD Ubersteigt in einzelnen
Szenarien das 30-fache und kompensiert damit den Unsicherheitsfaktor. Die signifikante
Uberschreitung der ARfD deutet daher auf mdgliche Risiken fir die 6ffentliche Gesundheit,
insbesondere junger Menschen hin, wenn Milch und Milchprodukte von Kihen verzehrt

werden, die mit nutzhanfhaltigen Futtermitteln gefuttert wurden.

Weiterhin muss beachtet werden, dass die vorliegende Expositionsschatzung lediglich in der
Milch enthaltenes A®-THC betrachtet. Mdgliche Umwandlungen von in der Milch enthaltenen
psychoinaktiven Cannabinoiden in psychoaktives A®-THC im Rahmen der Lebensmittel-
prozessierung, wie etwa durch Ultrahocherhitzung oder mikrobielle Prozesse bei der
Kaseherstellung, wurden dabei nicht bertcksichtigt. Frihere Studien zeigten beispielsweise
eine Decarboxylierung von A%-THCA zu A®-THC unter Einwirkung von hohen Temperaturen
(Wang et al. 2016, Dussy et al. 2005, Doorenbos et al. 1971) bzw. wahrend langerer Lagerung
(Yamauchi et al. 1967). Zeitgleich ware unter starker Temperatureinwirkung aber auch ein
Abbau von A°-THC zu CBN und anderen Cannabinoiden denkbar (Repka et al. 2006, Veress
et al. 1990). Auch muss bedacht werden, dass andere in der Kuhmilch detektierte
Cannabinoide ebenfalls psychoaktiv sind, anderweitige pharmakologische Wirkungen
aufweisen bzw. die Wirkung von A°-THC beeinflussen (siehe Kapitel 2.3.4). Solche
Kombinationseffekte konnten in der vorliegenden Expositionsschatzung nicht bericksichtigt

werden, wenngleich diese ebenfalls ein Risiko flir den Verbraucher darstellen.
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Andererseits muss bedacht werden, dass es sich bei der dargestellten Expositionsschatzung
um ein Worst-Case-Szenario handelt, welches nur den hochsten Lebensmittelkonsum
innerhalb einer Altersgruppe von allen untersuchten europaischen Landern aus der ,EFSA
Comprehensive European Food Consumption Database“ heranzieht. Bei Verbrauchern aus
Landern, in denen weniger Milch und Milchprodukte konsumiert werden, wird die

Ausschopfung der ARfD daher geringer ausfallen.

5.6 Vergleich der Ergebnisse mit der Pilotstudie

Die Beobachtungen aus der vorliegenden Studie (Hauptversuch) decken sich mit den
Beobachtungen, die im Rahmen einer Pilotstudie an einer Milchkuh gemacht wurden
(Wagner et al. 2017, Wagner 2017). In der Pilotstudie wurde, nach einer siebentagigen
Gewdhnungsphase (Hanfsilage mit sehr geringem Cannabinoidgehalt) flr sechs Tage eine
Hanfsilage mit héherem Cannabinoidgehalt verfittert. Nach Beginn der Exposition gegeniber
héheren Cannabinoigehalten im Futter nahmen bei der Versuchskuh die Futteraufnahme und
die Milchleistung ab. Weiterhin sanken Atem- und Herzfrequenz deutlich unter den
physiologischen Referenzbereich. Es zeigten sich starke Verhaltensanderungen,
Koordinationsprobleme und Hypersalivation. Nach Halbierung des Hanfsilageanteils in der
Ration am vierten Tag der Expositionsphase verbesserte sich das klinische Bild und in der
darauffolgenden achttagigen Nachphase kam es zur vollstandigen Rekonvaleszenz der Kuh.
Die angestrebte Cannabinoidaufnahme in der Pilotstudie (rund 2400 mg/Kuh) lag dabei Uber
der Aufnahme, die im vorliegenden Hauptversuch fiir die héher dosierte Gruppe 2 (rund
1700 mg//Kuh) realisiert wurde, wodurch die weniger ausgepragten Verhaltens- und
Vitalparameterveranderungen im Hauptversuch erklart werden kdnnen. Es erklart jedoch nicht
zufriedenstellend, warum der maximal gemessene A%-THC-Gehalt der Kuhmilch in der
Pilotstudie mit umgerechnet 1600 pg/kg deutlich oberhalb des Maximums des Hauptversuchs
(316 pg/kg) lag. Analog dazu war auch der maximale CBD-Gehalt in der Milch in der Pilotstudie
hoher als im hier prasentierten Hauptversuch. Eine mogliche Erklarung liefert der deutliche
Anstieg des Milchfettgehalts, der wahrend der Pilotstudie gemessen wurde. Dieser kdnnte zu
einer verstarkten Anreicherung der lipophilen Substanzen gefiihrt haben. Unklar ist, ob der
Anstieg des Milchfettgehalts durch einen ketotischen Zustand durch den starken Ruckgang

der Futteraufnahme oder durch die Hanffutterung selbst initiiert wurde.

5.7 Grundsitzliche Uberlegungen und Fazit

Bei der Bewertung der in der vorliegenden Studie beobachteten adversen Effekte auf die
Tiergesundheit ist zu beachten, dass diese nicht sicher auf das Wirken einzelner Cannabinoide
zurtckgefiihrt werden konnen. Die verfiitterte Nutzhanfsilage beinhaltete, trotz fehlender

expliziter Bestimmung, mutmalBlich das volle Spektrum an in Hanfpflanzen auftretenden
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Cannabinoiden. Wie bereits zuvor erlautert, haben diese teilweise A°-THC-artige,
psychoaktive Wirkung bzw. vermitteln anderweitige pharmakologische Wirkungen (siehe
Kapitel 2.3.4). Die im Versuch beobachteten adversen Effekte sind daher als
Kombinationseffekte der in der Hanfpflanze vorliegenden Cannabinoide zu werten, wenngleich
anzunehmen ist, dass A%THC und CBD aufgrund ihres mengenmaRig vorherrschenden
Anteils die Auspragung der Effekte mal3geblich beeinflussten. Beachtet werden muss zudem,
dass CBD die Wirkung von A%-THC beeinflussen kann (siehe Kapitel 2.3.4.6). Studien zur
Toxikologie von Cannabinoiden beim Wiederkauer fehlen bisher. Da Speziesunterschiede
beim Metabolismus der Substanzen sowie bei den vermittelten Effekten nachgewiesen werden
konnten (Vaughn et al. 2020), stehen abweichende Beobachtungen aus der vorliegenden
Studie nicht im Widerspruch zu vorhandenen Studien an anderen Tierspezies sowie dem
Menschen. Zudem wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit, abgesehen von den
aufgefuhrten Cannabinoiden, keine weiteren sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe der
Hanfsilagen untersucht. Hanf enthalt jedoch eine Vielzahl an Terpenoiden und Flavonoiden,
welche ihrerseits pharmakologische Aktivitat aufweisen und ebenfalls an beobachteten
Effekten der Hanffltterung beteiligt gewesen sein kénnten (Della Rocca und Di Salvo 2020,
Russo 2011).

Grundsatzlich stellt sich die Frage, ob es zu einer Umwandlung einzelner Cannabinoide im
Korper des Wiederkduers und damit zu einer Steigerung oder Abschwéachung der Wirkung
bzw. einer Fehlkalkulation der Transferraten bestimmter Cannabinoide kommt. Dies betrifft
insbesondere eine mogliche Umwandlung der psychoinaktiven Vorstufe AS-THCA in
psychoaktives A%-THC im Pansen (EFSA 2015). Ersteres war in den verwendeten
Nutzhanfsilagen nur in geringer Konzentration enthalten (Tabelle 3), kdnnte jedoch in anderen
hanfhaltigen  Futtermitteln eine groRere Rolle spielen. Aber auch weitere
Umwandlungsprozesse durch die im Pansensaft enthaltenen Mikroorganismen oder durch das
saure Milieu des Labmagens sind denkbar, wenngleich eine in-vivo-Umwandlung von
A°-THCA in A%-THC bisher weder bei der Ratte noch beim Menschen festgestellt wurde und
auch eine Umwandlung von CBD in AS%-THC im sauren Milieu des Magensaftes nicht
nachgewiesen werden konnte (Lachenmeier et al. 2021, Rock et al. 2013, Wohlfarth 2012,
Jung et al. 2009). Mdgliche Umwandlungen von Cannabinoiden, insbesondere von CBD, in
psychotrope Formen unter verschiedenen externen Einflissen oder in vivo werden in der
Wissenschaft kontrovers diskutiert (Golombek et al. 2020). Studien zur Umwandlung von

Cannabinoiden im Korper von Wiederkauern liegen bisher nicht vor.

Der schnelle Eintritt einiger der beobachteten Effekte nach Beginn der Verfitterung von
Hanfsilage wirft die Frage auf, in welchem Abschnitt des Verdauungstraktes die Absorption

der Cannabinoide aus dem Futter mafigeblich erfolgte. Bereits wenige Stunden nach Vorlage
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der cannabinoidreichen Ration (Expositionsphase) zeigten sich Veranderungen der Atem- und
Herzfrequenz sowie des Verhaltens. Es ist daher naheliegend, dass die Absorption der
lipophilen Cannabinoide eher in den vorderen Abschnitten des Verdauungstraktes
(Maulschleimhaut, Pansenschleimhaut) als im Bereich des Darms stattfindet. Der wiederholte
Kontakt des bereits zerkauten Futters mit den Schleimhduten im Rahmen des
Ruminationsprozesses dirfte dabei unterstlitzend wirken. Die Absorption von
pharmakologischen Substanzen ist im Allgemeinen Uber verschiedene Schleimhaute des
Korpers moglich, wobei nicht-parenterale Routen eine Umgehung des First-Pass-Effektes
ermoglichen (Repka et al. 2006). Weiterhin wurde beobachet, dass sich die, durch die
Verfltterung der cannabinoidreichen Hanfsilage, abgesenkte Atem- und Herzfrequenz nur
wenige Stunden nach Absetzen des Futters wieder normalisierte, wogegen andere Effekte
(z. B. gerotete, vorgefallene Nickhaute) noch langer zu beobachten waren. Denkbar ist, dass
hdéhere Cannabinoidkonzentrationen im Blutplasma fir die Beeinflussung der Vitalparameter
notwendig sind, jedoch geringere Blutplasmakonzentrationen im Rahmen der protrahierten
Freisetzung der Substanzen aus dem Fettgewebe flir nachhdngende Effekte ausreichend
sind. Eine Toleranzentwicklung gegenuber den Effekten von AS-THC, wie in der Literatur
beschrieben (siehe Kapitel 2.3.3), konnte in der vorliegenden Studie nicht abgeleitet werden.
Lediglich bezuglich der Hypersalivation und der vermehrten Nasensekretbildung zeigte sich
ein Ausbleiben des Effektes ab dem dritten Tag der Expositionsphase. Unklar ist bisher,

warum zu Beginn der Nachphase die vermehrte Sekretbildung erneut einsetzte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die im Nutzhanf enthaltenen Cannabinoide in
die Kuhmilch Gbergehen kénnen und die Verfitterung der Pflanze nachteilige Wirkungen auf
die Tiere haben kann. Die Cannabinoidgehalte in Hanfpflanzen sowie das Verhaltnis der
Cannabinoide zueinander variieren sehr stark in Abhangigkeit von der Hanfsorte, den
Aufzuchtsbedingungen und den analysierten Pflanzenteilen (Kleinhenz 2020a, Bergamaschi
et al. 2011, Mehmedic et al. 2010, Potter et al. 2008). Durch diese unkalkulierbaren
Schwankungen im Cannabinoidgehalt stellt die Verfutterung anderer Pflanzenteile, auler
harzfreien Hanfsamen und Hanffasern, grundsatzlich ein Risiko fur die Tiergesundheit und den
Verbraucher dar. Zusatzlich ist zu bedenken, dass die verwendeten Hanfsilagen im
vorliegenden Versuch einen Gesamt-THC-Gehalt deutlich unterhalb der rechtlich zulassigen
0,2% (bzw. 0,3 % nach Rechtsanpassung) aufwiesen, wodurch die vorliegenden
Beobachtungen nicht dem mdéglichen Worst Case entsprechen. Vollstandig unbeachtet blieb
im Rahmen der vorliegenden Arbeit das Potential von Hanfpflanzen, insbesondere von
Hanfblattern, Schwermetalle zu akkumulieren, wodurch sich weitere Risiken im Hinblick auf

die Futtermittelsicherheit ergeben (Linger et al. 2002). Ein Einsatz von Futtermitteln aus
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Nutzhanf (auBer harzfreien Hanfsamen und Hanffasern) steht demnach dem Grundsatz
sicherer Futtermittel nach Verordnung (EG) Nr. 767/2009, Artikel 4, entgegen.

In den vergangenen Jahren erlebte Nutzhanf einen enormen Aufschwung und zahlreiche
Lebensmittel und Nahrungserganzungsmittel aus der Pflanze wurden auf den Markt gebracht
(Crini et al. 2020, Karche und Singh 2019). Im Hinblick auf den Verbraucher ist daher zu
bertcksichtigen, dass dieser, neben der hier untersuchten Exposition gegenlber
Cannabinoiden aus Milch, im Rahmen seiner Erndhrung weiteren Cannabinoidquellen
ausgesetzt sein kann, welche widerum zur Gesamtexposition beitragen. Zugleich ist zur
Pharmakokinetik und Wirkung zahlreicher im Nutzhanf enthaltener Cannbinoide wenig oder
nichts bekannt und entsprechende toxikologische Referenzwerte fehlen. Damit kann das

Gesamtrisiko des Verbrauchers nicht abgeschatzt werden.

Aufgrund forensischer Uberlegungen (Schuldfrage bei Autounfallen, Flugtauglichkeit bei
Piloten etc.) und im Hinblick auf besonders vulnerable Gruppen (Kinder, Embryonen/Féten im
Mutterleib) ist abschlieRend klarzustellen, dass mangels Kennzeichnungspflicht der Einsatz
von cannabinoidhaltigen Nutzhanffuttermitteln die Wahlfreiheit des Verbrauchers, sich

bestimmten pharmakologisch wirksamen Stoffen auszusetzen, beeintrachtigt.
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Zusammenfassung

Transfer von A°-Tetrahydrocannabinol (A°-THC) und anderen Cannabinoiden aus

nutzhanfhaltigen Futtermitteln in die Milch von Kiihen

Das Interesse an der Verwendung von Nutzhanf (legal anbaubarer Hanf mit maximal 0,3 %
Tetrahydrocannabinol-Gehalt) wachst und in den letzten Jahren wurden viele neuartige
Hanfprodukte auf den Markt gebracht — darunter auch Tierfutter. Nutzhanf enthalt
Cannabinoide. Einige dieser Stoffe wirken beim Menschen und beim Tier psychoaktiv (z. B.
A°-Tetrahydrocannabinol, A°-THC) oder haben anderweitige pharmakologische Wirkungen
(z. B. Cannabidiol, CBD). Unklar war bislang, in welchem Umfang diese Cannabinoide aus
nutzhanfhaltigem Futter in Produkte tierischen Ursprungs Ubergehen und ob dies ein Risiko

fur den Verbraucher darstellt.

In der vorliegenden Studie ,Transfer von AS-Tetrahydrocannabinol (A%-THC) und anderen
Cannabinoiden aus nutzhanfhaltigen Futtermitteln in die Milch von Kihen* werden die
Ergebnisse eines Futterungsversuchs mit Nutzhanfsilage bei zehn laktierenden Milchkiihen
vorgestellt. In der Futterration der Tiere wurde zunachst fir sieben Tage ein Teil der Maissilage
durch Nutzhanfsilage aus der gesamten Hanfpflanze (GP-Silage, sehr niedrige Cannabinoid-
Konzentration) ersetzt. Anschliellend erfolgte flir sechs Tage der teilweise Ersatz der
Maissilage durch Nutzhanfsilage, die nur aus Blattern, Blitenstidnden und Samen der Pflanze
bestand (BBS-Silage, hohere Cannabinoid-Konzentration). Die Verfltterung erfolgte in zwei
Dosierungen (Gruppe 1: niedriger Nutzhanfgehalt; Gruppe 2: hoher Nutzhanfgehalt). Im Laufe
des Versuchs wurden Milch- und Blutproben gewonnen und die Vitalparameter sowie das
Verhalten der Kiihe erfasst. Die Analytik erfolgte mittels Flissigchromatographie-Tandem-
Massenspektrometrie-basierter Methode (HPLC-MS/MS), welche die Unterscheidung
zwischen  psychoaktivem  A%-THC und seiner nicht-psychoaktiven  Vorstufe

A°-Tetrahydrocannabinolsaure (A%-THCA) ermdglichte.

Fir A%-THC und CBD wurden Transferraten von 0,24 + 0,04 % bzw. 0,15 + 0,05 % aus dem
Futter in die Milch berechnet. In verschiedenen Expositionsszenarien, welche mittels EFSA-
RACE-Tool berechnet wurden, Uberschritten mehrere Verbrauchergruppen bei Verzehr von
Milch und Milchprodukten die akute Referenzdosis (ARfD) fir A°-THC, wenn Nutzhanfsilage
zur Fitterung der Milchkiihe verwendet wurde. Besonders ausgepragt war die Uberschreitung
bei Kindern bei Verwendung der BBS-Silage. Im Hinblick auf die Tiergesundheit fuhrte die
Verfltterung der cannabinoidarmen GP-Silage zu keinen signifikanten Effekten bei den Kihen,
wogegen die Verfiitterung der cannabinoidreichen BBS-Silage zur signifikanten Reduktion der
Herz- und Atemfrequenz, gestorter Bewegungskoordination, gerdteten Augen,

Nasensekretion, Hypersalivation und ausgepragtem Zungenspiel fihrte.

107



Summary

Transfer of A°-tetrahydrocannabinol (A°-THC) and other cannabinoids from feed

containing industrial hemp into the milk of cows

Interest in the use of industrial hemp (legally cultivable hemp with a maximum
tetrahydrocannabinol content of 0.3%) is growing, and in recent years many novel hemp
products have been launched - including animal feed. Industrial hemp contains cannabinoids.
Some of these have psychoactive effects in humans and animals (e.g.,
A°-tetrahydrocannabinol, A%>-THC) or other pharmacological effects (e.g., cannabidiol, CBD).
So far, it was unclear to what extent these cannabinoids are transferred from feed containing

industrial hemp into products of animal origin and whether this poses a risk to the consumer.

In the present study, "Transfer of A°-tetrahydrocannabinol (A°-THC) and other cannabinoids
from feed containing industrial hemp into the milk of cows", the results of a feeding trial with
industrial hemp silage in ten lactating dairy cows are presented. Initially, part of the corn silage
in the animals' feed ration was replaced for seven days by industrial hemp silage made from
the entire hemp plant (GP-silage, very low cannabinoid concentration). This was followed by
six days of partial replacement of corn silage with industrial hemp silage consisting only of
leaves, inflorescences and seeds of the plant (BBS silage, higher cannabinoid concentration).
Feeding was done in two dosages (group 1: low industrial hemp content; group 2: high
industrial hemp content). During the experiment, milk and blood samples were obtained and
the vital parameters and behavior of the cows were recorded. Analysis was performed by a
liquid chromatography-tandem mass spectrometry-based method (HPLC-MS/MS), which
allowed differentiation between psychoactive A°-THC and its non-psychoactive precursor
A°-tetrahydrocannabinolic acid (A%-THCA).

Transfer rates of 0.24 + 0.04% and 0.15 + 0.05% from feed to milk were calculated for A°>-THC
and CBD, respectively. In different exposure scenarios calculated using the EFSA-RACE tool,
several consumer groups exceeded the acute reference dose (ARfD) for A>-THC when milk
and dairy products were consumed and industrial hemp silage was used to feed dairy cows.
The exceedance was most pronounced in children when BBS-silage was used. In terms of
animal health, feeding the low-cannabinoid GP-silage resulted in no significant effects in cows,
whereas feeding the high-cannabinoid BBS-silage resulted in significant reductions in heart
and respiratory rates, impaired movement coordination, reddened eyes, nasal secretion,

hypersalivation, and pronounced tongue play.
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