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Routine Detection of the THC Metabolite 
ll-Nor-A%tetrahydrocannabinol-9-carboxylic Acid in Forensic Practice 

Summary. A method for the detection of ll-nor-d9-tetrahydrocannabinol-9 - 
carboxylic acid, one of the predominant metabolites of d9-tetrahydrocanna- 
binol in human urine, is presented. As screening method a homogeneous 
enzyme immunoassay is used (Emit dau). Positive results are confirmed by 
GLC/MS as alternative method. After glucuronide hydrolysis the metabolite 
is isolated using a C18 reversed phase column and methylated in the 1-hydroxy 
and 9-carboxy position. The methylated metabolite is detected by gas 
chromatography/mass fragmentography. This pretty rapid method seems to 
be useful in forensic routine analysis. 

Key words: Enzyme immunoassay, cannabinoids - Tetrahydrocannabinol 
metabolite, detection in urine - Mass spectrometry, THC metabolite 

Znsammenfassung. Es wird eine Methode zum Nachweis von ll-Nor-A9-tetra - 
hydrocannabinol-9-carbons~iure, einem Hauptmetaboliten yon Ag-Tetra- 
hydrocannabinol, im Urin beschrieben. Als Screening client der Enzym- 
immunoassay (EMIT dan). Bei positivem Befund wird tier Metabolit nach 
Glucuronidspaltung mit Hilfe einer C18-reversed phase-S/iule isoliert und 
methyliert. Der Nachweis erfolgt mittels Massenfragmentographie. Das Ver- 
fahren ist fiir die forensisch-toxikologische Routineanalytik brauchbar. 

SchliisselwSrter: Enzymimmunoassay, Cannabinoide - Tetrahydrocanna- 
binol Metabolit, Nachweis im Urin - Massenspektrometrie, THC-Metabolit 

Einleitung 

An Methoden zum Nachweis des Cannabismi6brauchs durch Untersuchung 
von K6rperfliissigkeiten wird seit dem Beginn der sog. Rauschgiftwelle w/ihrend 
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Abb. 1. I: Ag-Tetrahydrocannabinol (A9-THC); 1I: ll-Hydroxy-A9-THC; III: ll-Nor-Ag-THC-9 - 
carbonsfiure 

der sechziger Jahre gearbeitet. Erste Versuche, die intakten Cannabinoide 
A9-THC, CBN und CBD nachzuweisen, wiesen allerdings nicht die ffir den foren- 
sisch-toxikologischen Bereich erforderliche Reproduzierbarkeit auf [1-3] oder 
waren an die Aufnahme auBergew6hnlich groBer Cannabismengen gebunden 
[4]. Dies ist vor allem auf die rasche und weitgehende metabolische Umwand- 
lung der Cannabinoide in hydrophile Verbindungen zurfickzuffihren. So f~llt die 
Plasmakonzentration des AO-THC nach inhalativer Aufnahme yon 10 mg A9-THC 
schon innerhalb yon 2 Std auf etwa 5 ng/ml ab [5]. 

Der komplexe Metabolismus des Ag-THC ist heute weitgehend untersucht 
[6, 7]. Wichtige metabolische Schritte sind die Hydroxylierung in verschiedenen 
Positionen des Molekfils, die Oxidation zur Carbonsfiure in ll-Stellung sowie die 
Konjugation der Metaboliten. 

Zum Nachweis dieser stark hydrophilen Stoffwechselprodukte des Ag-THC 
und anderer Cannabinoide bieten sich als Screening die in den letzten Jahren 
entwickelten radioimmunochemischen (RIA) und enzyrnimmunochemischen 
(EMIT) Verfahren an. Da sie in homogener Phase durchftihrbar sind, kann auf 
einen Extraktionsschritt zur Isolierung der Metaboliten verzichtet werden. 
Diese Verfahren sind aber bekanntlich nicht streng substanzspezifisch, so dab 
insbesondere auch falsch-positive Ergebnisse im Einzelfall nicht ausgeschlossen 
werden k6nnen [8]. Ein solcher methodischer Mangel ist im forensisch-toxiko- 
logischen Bereich aufgrund der m6glichen rechtlichen Konsequenzen f't~r den 
Betroffenen nicht tolerierbar. Ein positiver immunologischer Cannabis-Befund 
bedarf deshalb in diesen FNlen der Best~itigung durch eine unabh~ingige Alter- 
nativmethode [9,10]. 

So wird yon Moffat u. Mitarb. die Kombination RIA/Hochdruckflfissigkeits- 
chromatographie eingesetzt [11,12]. Auch die apparativ nicht aufwendige Dfinn- 
schichtchromatographie erscheint zur Best~itigung der immunologischen 
Befunde geeignet [13], erreicht aber bisher nicht deren Empfindlichkeit [14]. 
Dabei wird in beiden F/illen der Metabolit ll-Nor-A9-THC-9-carbons~iure (III) 
nachgewiesen, welcher aus A9-THC (I) fiber die Zwischenstufe des ll-Hydroxy- 
A9-THC (II) entsteht (Abb. 1). 

Nachfolgend wird ein Verfahren zum Nachweis von (III) mittels Gaschro- 
matographie/Massenspektrometrie beschrieben. Nach hydrolytischer Konjugat- 
spaltung wird der Metabolit in Anlehnung an Whiting u. Manders [15] methy- 
liert, um ihn der Gaschromatographie zug~inglich zu machen. Die von diesen 
Autoren entwickelten zeitaufwendigen Extraktions- und Reextraktionsschritte 
zur Isolierung und Reinigung des methylierten Metaboliten werden durch 
Adsorption an einer reversed-phase-S~iule umgangen. Durch den so erreichten, 
vertretbaren Zeitaufwand kann das Verfahren zur Routineanalytik yon Polizei- 
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urinen herangezogen werden. Die Detektion erfolgt mittels Massenfragmento- 
graphie. 

Ger~ite 

Emit Lab System II, Fa. Syva-Merck. 
GC: Varian Aerograph 1400, gepackte Glass~iule, 6' lang, ID 1,6mm. 
Sfiulenmaterial: 3% OV-101 auf Chromosorb, W AW DMCS, 80/100 mesh. 
MS: Varian MAT 44. 

Methodik 

Screening mittels Enzymimmunoassay 

Die Arbeitsweise entspricht der yon der Fa. Syva-Merck entwickelten Vorschrift 
zum EMIT-dau-System. 

Nachweis von (Ill) mittels GC/MS 

Reagenzien zur Derivatisierung. Ftinfundzwanzigprozentige Tetramethyl- 
ammoniumhydroxidlsg. (TMAH) : Dimethylsulfoxid (DMSO) 1 : 20 (10 gTMAH 
5 H20 + 10 g H20), Phosphat-Puffer pH = 2,5 (21 ml konz. H3PO 4 + 250 ml H20 + 
ca. 50 KOH-P1/itzchen auf 300ml mit H20 auffdllen), 0,1N HC1, 10N KOH, 
Methanol, iso-Octan, Methyljodid. 

Ausfiihrung. Zehn Milliliter Urin + 2 ml 10 N KOH + 8 ml Methanol werden im 
50 ml Schlifferlenmeyerkolben 15 rain auf 50°C erw~imlt. Nach dem Abktihlen 
werden 2 ml Phosphat-Puffer zugesetzt, mit konz. HC1 wird die L6sung aufpH = 
2-2.5 eingestellt (ca. 1,5 ml konz. HC1) und mit destilliertem Wasser auf 50 ml 
verdtinnt. Die Probe wird nun dutch eine mit Methanol und Wasser kondi- 
tionierte Octadecyl-Einmaltrenns~iule gesaugt (Cls, 500rag, 6ml; ,,Baker-lO"- 
Extraktionssystem oder ,,Bond Elut" von ,ict"). Nach dem Trocknen der S~iule 
am Wasserstrahlvakuum wird portionsweise mit 1,5 ml Aceton eluiert und das 
Eluat am Rotationsverdampfer bei 50°C zur Trockene eingeengt. Der Rtickstand 
wird mit Dichloromethan gel6st und die L6sung in einer ,,Conic-Ampulle" 
(Mikro-Reaktionsgef~il3 mit konisch-zylindrischem Innenraum und Schraub- 
verschlugkappe) zur Trockene eingedampft. Der Rfickstand wird in 3 Tropfen 
TMAH/DMSO 1 : 20 gel6st. Nach 2 min werden 5 gl Methyljodid zugegeben, 
nach weiteren 5 rain 0,2 ml 0,1 N HC1 und 1 ml iso-Octan. Die beiden Phasen wer- 
den 1 rain gut durchgeschtittelt, anschliel3end werden vonder oberen Phase (iso- 
Octan) mit einer Pipette 80% vorsichtig abgehoben und in eine zweite ,,Conic- 
Ampulle" iiberftihrt. Die L6sung (iso-Octan-Methyljodid) ist vorsichtig voll- 
st~ndig einzudampfen (Heilzplatte + F6n). Der Rt~ckstand wird in einem Trop- 
fen iso-Octan aufgenommen. 

GC/MS: GC isotherm 250°C; 75 eV, 220°C; injiziertes Volumen = lgl. 
Multiionenselektion mit m/e = 313 (100%), 357 (57%), 372 (25%); die Retentions- 
zeit betr/igt etwa 4 min. 

Danksagung. Den Herren G. Roeder und R. Winkler danken wir fi.ir ihre wertvolle experimen- 
telle Mitarbeit. 
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