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SUMMARY

Detection of hashish intake in biological material

In order to detect hashish intake, urine, blood and serum were analysed for the main
components of hashish, i.e., tetrahydrocannabinol (THC), cannabidiol, cannabinol and the
decomposition product of THC, THC-carboxylic acid. After extraction and silylation, the
samples were analysed by gas chromatography—mass spectrometry with multiple ion detec-
tion. The Emit-stsystem™ is used as a pretest for urine.

EINLEITUNG

Wegen ihrer psychotropen wirkung fallen Zubereitungen von rlaschisch
(z.B. Marihuana, gepresster Haschisch oder Haschol) unter das Betaubungs-
mittelgesetz (BtMG). Die Hauptinhaltsstoffe sind Cannabinol (CBN),
Cannabidiol (CBD) und Tetrahydrocannabinol (THC), wobei dem letzteren
die eigentliche Haschischwirkung zugeschrieben wird [1]. Im forensischen
Bereich ist es notig, die Einnahme von Haschisch im Blut oder Urin nachzu-
weisen, z.B. wegen eines Vergehens gegen das BtMG oder z.B. wegen eines
Verkehrsdeliktes, Obwohl nach Einnahme von Haschisch eine Vielzahl von
Abbauprodukten im Urin auftreten [2,3], beschrinkt sich der Nachweis im
Routinebetrieb auf die drei Hauptinhaltsstoffe CBN, CBD und THC, sowie auf
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das Hauptabbauprodukt von THC, 11-nor-A®-Tetrahydrocannabinol-9-carbon-
siure (THC-COOH). Es gibt hierfiir radioimmunologische Verfahren (RIA)
[4,5] und enzymimmunologische Verfahren (Emit®) [6,7], wobei die letzteren
speziell auf THC-COOH eingestellt sind, Da diese immunologischen Methoden
nur als Vortest verwendet werden konnen, weil damit keine eindeutige
Aussagen moglich sind [8], miissen die Befunde mit einer zweiten Methode
abgesichert werden, In der Literatur sind hierfiir Verfahren fiir THC und THC-
COOH beschrieben und zwar mit Gaschromatographie (GC) [9] und Hoch-
leistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) [10,11]. Um eine grossere Sicher-
heit zu bekommen, werden zur Identifizierung Trennverfahren gekoppelt mit
einem Massenspektrometer eingesetzt. Off-line wurde eingesetzt Fliissigkeits-
chromatographie—Massenspektrometrie (LC—MS) [12, 13] und am haufigsten
on-line GC—MS [14—16]. Auch HPLC kombiniert mit Radioimmunoassay
wurde eingesetzt [17].

Unser Problem war, den Haschischnachweis so zu filhren, dass er schnell
durchgefiihrt und in die Laborroutine eingebaut werden konnte, Ausserdem
sollten alle drei Hauptinhaltsstoffe sowie die THC-COQOH gleichzeitig und sicher
nachgewiesen werden. Wir haben uns entschieden, als Vortest das Emit-st-
System® einzusetzen. Zur Absicherung und zur quantitativen THC-Bestimmung
verwenden wir eine GC—MS-Kopplung und Multiple-Ion-Detektion (MID).
Mit dem beschriebenen Verfahren konnen schnell eindeutig abgesicherte
Befunde erhalten werden, ohne dass eine spezielle Aufarbeitung notwendig ist.

EXPERIMENTELLER TEIL

Gerdte und Gerdtebedingungen

(a) Emit-st-Photometer und Emit-st Reagenzien Cannabinoide (Syva-Merck,
Darmstadt, B.R.D.).

(b) GC-MS-System 5985 (Hewlett-Packard). Quarzkapillarsdule 25 m OV-1
(Hewlett-Packard); 0.3 mm 1.D. Ofen: Temperaturprogramm 150°C 1 min, dann
20°C pro min bis 280°C. Einspritzblock: 250°C. Splitlose Injection. Triger-
gas: Helium, Vordruck 0.7 bar, Ionenquellentemperatur 200°C; GC—MS-Inter-
face-Temperatur: 280°C; SEV-Spannung: altersabhiingig 1600—3000 V.

Zeitprogramm fiir MID: CBD 4.4 —4.8 min, Massen: 390.2, 351.2, 337.2 und
301.2; THC 4.8—5.0 min, Massen: 386.2, 371.3, 315.2 und 303.2; CBN 5.0—
5.3 min, Massen: 382.3 und 367.3; THC-COOH 6.3—6.6 min, Massen: 488.4,
473.4, 2398.3 und 371.3. Material: Blut- bzw. Serumproben und Urinproben
von Personen, bei denen der Verdacht bestand, dass Haschisch eingenommen
wurde.

Aufarbeitung

Emit-st. Fiir die immunologische Bestimmung wird der Urin nach pH-
Kontrolle (pH 5—7) direkt eingesetzt.

GC—MS Urin. Fiir die qualitative Analyse von THC, CBN, CBD und THC-
COOH im Urin werden je nach vorhandener Menge 5—20 ml Urin soweit notig
mit dest. Wasser auf 20 ml aufgefiillt und dann mit 1.5 ml konz. Nid;
alkalisiert. Diese Losung wird auf eine Extraktionssdule Extrelut® (iierck,
Darmstadt, B.R.D.) gegeben. Zur Glucuronidspaltung werden 5—18 ml Urin
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soweit notig mit dest. Wasser auf 18 ml aufgefiillt und mit 2 ml konz. HCl
20 min am Riickfluss gekocht. Anschliessend wird mit 3 ml konz. NH; alkali-
siert und diese Ldsung auf eine Extraktionssdule Extrelut gegeben.

Beide Sdulen werden mit 40 ml Dichlormethan—Isopropanol (85:15) eluiert
und die organischen Phasen eingedampft [18]. Die Riickstinde werden dann
getrennt analysiert.,

GC—MS Blut bzw. Serum. Zu 1—3 ml Blut oder Serum werden 2 ml ges.
Ammoniumsulfatiosung gegeben., Diese Mischung wird in einem Kunststoff-
zentrifugenrbhrchen mit 2 ml Hexan geschiittelt. Nach Zentrifugation wird die
Hexanphase abpipettiert, mit Na,SO, getrocknet und eingedampft.

Silylierung

Zur GC—MS-Untersuchung werden die eingedampften Riickstdnde in Eppen-
dorf-Reaktionsgefissen silyliert mit 50 ul Silylierungsmittel [15% N-Methyl-N-
trimethylsilyl-triflnoracetamid (MSTF A, Macherey-Nagel) in Pyridin, dem noch
einige Tropfen Chlorsilan zugesetzt sind]. Die Losung wird im geschlossenen
Gefiiss 10 min bei 60°C gehalten. Aus dieser Losung werden 3 ul eingespritzt.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Emit-Verfahren

Bei Verdacht einer Einnahme von Haschisch werden die Urinproben
zunachst mit dem Emit-st-System gepriift. Negative Proben werden ausge-
schieden, positive Proben werden mit GC—MS abgesichert. Mit dem Emit-st-
System konnen nur Einzelproben untersucht werden und eine Automatisierung
ist nicht mdéglich. Der Zeitaufwand pro Probe betridgt 3—5 min. Der Vorteil des
Systems liegt darin, dass die Reagenzien gefriergetrocknet und deshalb bis zu
einem Jahr haltbar sind.

Als Erfassungsgrenze fiir den Emit-st-Test sind 200 ng THC-COOH pro ml
Urin angegeben, Welche iMenge THC eingenommen werden muss, um diesen
Spiegel zu erreichen, ist uns nicht bekannt. Nach unseren Erfahrungen reicht
die Erfassungsgrenze aus bei missbriduchlicher Einnahme und bei solchen
Fillen, wo nach Einnahme von Haschisch Ausfallserscheinungen festgestellt
werden, z.B. Verkehrsdelikten. Zur Erfassung geringerer Konzentrationen
miisste der Extraktionsriickstand untersucht werden.

Das Verfahren ist eingestellt auf THC-COOH, es werden jedoch iiber Kreuz-
reaktionen auch andere Metaboliten und die Hauptinhaltsstoffe von Haschisch
erfasst,

Nach Angaben von Syva-Merck betrigt die Empfindlichkeit fiir CBN und fiir
die hydroxilierten Metaboliten von THC etwa die Hilfte, fir THC und CBD
etwa ein Viertel gegenliber THC-COOH.

GC—MS

In der angegebenen Literatur wird der Nachweis von CBN, CBD und THC
direkt oder nach Trimethylsilylierung, der Nachweis von THC-COOH nach
Silylierung, nach Methylierung und anschliessender Trimethylsilylierung oder
nach Umsetzung mit Heptafluorbuttersdureanhydrid (HFBA) durchgefiihrt.
Wir haben uns fiir die Trimethylsilylierung entschieden, weil damit alle vier
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Fig. 1. Massenspuren von silyliertem THC. A, Negative Serumprobe; B, 8 ng/ml im Serum;
C, Reinsubstanz THC 10 ng/ml,
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Fig. 2. Massenspuren von silyliertem CBD in Urin. A, Negative Probe; B, schwacher Befund;
C, starker Befund. Die Bestimmungen wurden nur qualitativ durchgefiihrt.

Substanzen gleichzeitig und empfindlich erfasst werden. Die Umsetzung mit
HFBA haben wir ebenfalls durchgefiihrt. Dieses Verfahren liefert zwar hohere
Massen, das iiberschiissige HFBA verringert jedoch innerhalb kurzer Zeit die
Trenneigenschaften der Sdule. Zur Schonung der Sdule musste deshalb ein
zusitzlicher Aufarbeitungsschritt durchgefiihrt werden, was das Verfahren



!

] . T
50 53min 5.0 53min 50 ?3 min

3822

Lo

.

;

|

!
il

Fig. 3, Massenspuren von silyliertem CBN im Urin. A, Negative Probe; B, schwacher Befund;
C, starker Befund. Die Bestimmungen wurden nur qualitativ durchgefiihrt.
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Fig. 4. Massenspuren von silyliertem THC-COOH im Urin, A, Negative Probe; B, schwacher
Befund; C, starker Befund. Die Bestimmungen wurden nur qualitativ durchgefiihrt.

wieder aufwendiger machte. Es war deshalb fiir unsere Routineuntersuchungen

nicht geeignet,
Die spezifischen Massen fiir die Trimethylsilylverbindung und die relativen
Intensitdten sind in Lit. 19 angegeben; fiir CBN, das in dieser Liste fehlt, lauten

sie 367 (100) und 382 (12). Fig. 1—4 zeigen die Massenspuren der Trimethyl-
silylverbindungen.
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Um abgesicherte Befunde zu erhalten, die auch fiir forensische Zwecke
Verwendung finden konnen, ist es notwendig, auf mehrere Massen einer Ver-
bindung zu priifen. Neben der Retentionszeit und der spezifischen Masse kann
dann filir die Identifizierung zusdtzlich noch das Verhiltnis der Massen zuein-
ander verwendet werden.

In Tabelle I sind die Kovats-Indices der silylierten Substanzen angegeben,
da die zur Bestimmung der Retentionszeit notigen Reinsubstanzen nicht immer
zur Verfligung stehen,

TABELLEI

KOVATS-INDICES DER SILYLIERTEN VERBINDUNGEN IM TEMPERATUR-
PROGRAMM

Verbindung Kovats-Index
CBD 2272
THC 2361
CBN 2445
THC-COOH 2762

Bei der Untersuchung der Urinproben auf THC-COOH konnten wir bisher
ca. 90% der positiven Emit-st-Befunde bestitigen. Wir fiihren die Untersuchung
durch sowohl von direkt extrahjertem Urin als auch von Urin nach Hydrolyse.
Nach unseren Erfahrungen findet man manchmal die Hauptmenge von THC-
COOH im direkten Extrakt, manchmal im Extrakt nach Hydrolyse, vermutlich
abhingig von zeitlichen Abstand zwischen Einnahme und Probeentnahme, Da
bei der direkten Extraktion wesentlich weniger Storpeaks auftreten als nach
Hydrolyse, machen wir beide Untersuchungen parallel. Ausserdem kann in
diesen Extrakten dann noch auf weitere Suchtmittel gepriift werden, z.B. auf
Cocain oder Tilidin im direkten Extrakt und auf Morphin im hydrolysierten
Extrakt [20]. Aus diesen Griinden extrahieren wir auch nicht im Sauren. Die
Ausbeute von THC-COOH bei der alkalischen Extraktion ist ohne weiteres aus-
reichend und so auch in der Literatur beschrieben [2]. Stellvertretend fiir die
verschiedenen Substanzen wurde die Wiederfindungsrate fiir THC-COOH im
Urin bestimmt, da es sich dabei auch um das Hauptausscheidungsprodukt
handelt. Sowohl im direkten Extrakt als auch nach Hydrolyse betrug die
Wiederfindung 70—75%, so dass durch die Hydrolyse keine Verluste auftraten.
Die Erfassungsgrenze betrug fiir alle Substanzen 5—10 ng/ml.

Bei den fiir Urin positiven Emit-Befunden, die wir mit GC—MS absichern
konnten, fanden wir zusitzlich in ca. 50% aller Fille CBN, zu einem geringeren
Prozentsatz CBD und vereinzelt THC,

Im Blut oder Serum untersuchen wir quantitativ auf THC. Die Bestimmung
erfolgt durch externe Standardisierung iiber Zusatzversuche. Die Erfassungs-
grenze betrdgt ca. b ng/ml, die Wiederfindungsrate ca. 40%. Es ist somit
mbglich, die Einnahme von Haschisch im Blut trotz der schnell abfallenden
Spiegel mehrere Stunden lang nachzuweisen [4,5,12]. Die Ergebnisse einiger
Fille sind in Tabelle II aufgefithrt. Bei Fall A und B handelt es sich um einen
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TABELLE II
QUANTITATIVE THC-BESTIMMUNGEN IN BLUT/SERUM

A B C D
Blut Blug Serum Serum
THC (ng/ml) 21 4 5 1, 103
2. 4

Mordfall, wobei A der Tater und B das Opfer waren. In der Wohnung waren
Haschutensilien gefunden worden. Bei Fall C handelt es sich um einen
Verkehrsdelikt, wo aufgrund des positiven Urinbefundes die Spiegel-
bestimmung durchgefithrt worden war. Weitere Einzelheiten zu diesen Fallen
waren nicht bekannt. Besonders interessant ist Fall D. Hier hat ein junger Mann
beim Eintreffen der Polizei angeblich ca. 15 g gepressten Haschisch verschluckt.
Er musste wegen entsprechender Symptome im Krankenhaus behandelt
werden. Die erste Blutprobe wurde ca. 4 h nach Einnahme, die zweite ca. 16 h
nach Einnahme entnommen. Der erste Wert von 103 ng/ml ist stark erhoht
gegeniiber dem Maximalspiegel von ca. 40 ng/ml, der nach dem Rauchen einer
Marihuana-Zigarette 5—10 min nach Rauchbeginn erreicht wird [4].Dass
grossere Mengen von Haschisch eingenommen worden sein miissen, zeigt auch
Fig. 5, wo im Serum neben THC noch CBD, CBN und THC-COOH deutlich
nachweisbar waren. Die Abbildung zeigt die Summe der Einzelionen fiir jede
Verbindung, die mit einem systemeigenen Rechnerprogramm aufsummiert
wurden. Ob es sich bei den zusétzlichen Peaks um weitere Haschischabbau-

CBN

THC-COOH

THC

W\ Wl

L &

:t % & min 7
Fig. 5. Nachweis von silyliertem THC, CBN, CBD und THC-COOH im Serum nach Haschisch-
vergiftung (Fall D). Die Darstellung erfolgt als Summe der Einzelionen.
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produkte oder um sonstige Storsubstanzen gehandelt hat, konnte nich geklirt
werden, Eine Zuordnung {iber die spezifischen Massen anderer Haschischabbau-
produkte, die in Lit. 19 angegeben sind, war nicht moglich.

ZUSAMMENFASSUNG

Zum Nachweis einer Einnahme von Haschisch wird in Urin und Blut bzw.
Serum auf die Hauptinhaltsstoffe Tetrahydrocannabinol (THC), Cannabidiol
und Cannabinol sowie auf das Abbauprodukt von THC, die THC-Carbon-
sdure, gepriift. Als Vortest wird flir den Urin das Emit-st-System verwendet,
die Absicherung im Urin und die quantitative THC-Bestimmung im Blut/
Serum erfolgt nach Extraktion und Silylierung mit GC—MS mit Einzelionen-
detektion.
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