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Zum enzymatisch-immunochemischen Nachweis
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und seiner diinnschichtchromatographischen Absicherung
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Detection of Cannabinoids in Blood and Urine
by EMIT Confirmation by TLC

Summary. The EMIT cannabinoid assay was used for screening blood and
urine after smoking tetrahydrocannabinol (THC; 10 mg) or ingestion of
THC (30 mg). Cannabinoid levels in urine remain detectable up to 1 week.
Confirmation was done by adsorption of the THC carboxylic acid onto a Cyg
extraction column and elution with acetone and TLC. The method is simple
and sensitive and is applicable with common laboratory equipment. The
detection limit is 10 ng/ml, using 10 ml urine.
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Zusammenfassung. Mit Hilfe des Enzymimmunoassay (EMIT-dau-Syva)
lassen sich Cannabinoide in Blut und Urin nach inhalativer (10 mg THC)
oder oraler (30 mg THC) Aufnahme nachweisen. Die Kurvenverldufe wer-
den mitgeteilt. Im Urin waren erhdhte Spiegel bis zu einer Woche nachweis-
bar. Eine Absicherung der EMIT-Befunde ist mittels Dtnnschichtchro-
matographie nach absorptiver Anreicherung an einer Cg-Extraktionssiule
moglich. Nachweisgrenze ist 10 ng THC-Carbonsdure/ml bei Einsatz von
10 ml Urin.

Schlisselworter: Cannabinoide, Enzymimmunoassay — THC-Metabolit,
Nachweis in Urin und Blut

Neben Heroin zédhlt das Harz des indischen Hanfes zu den am héufigsten
gebrauchten Suchtstoffen. Obwohl die psychotrope Wirkung der Droge seit
Jahrhunderten bekannt ist, gelang es erst vor 20 Jahren, das dafiir verantwort-
liche Tetrahydrocannabinol zu isolieren [1, 2]. Seitdem hat es nicht an Ver-
suchen gefehlt, den Stoffwechsel des THC aufzukldren und die Aufnahme von
Cannabis im Urin nachzuweisen. Diese Arbeiten wurden derartig intensiv
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durchgefthrt, dafi diese Droge sicherlich zur Zeit zu den mit am besten unter-
suchten Stoffen zdhlt. Entsprechend den Anspriichen fir die Identifizierung
unbekannter Verbindungen wurden diese Untersuchungen in der Regel mit
radioaktiv markierten Verbindungen und mit Hilfe der Kombination Gaschro-
matographie-Massenspektrometrie durchgefiihrt [3-6]. Gaschromatographi-
sche und hochleistungsfliissigkeitschromatographische Verfahren sind in der
Regel fir sich allein weniger spezifisch [7, 8]. Diese Untersuchungsverfahren
lassen sich fiir den Nachweis der Suchtstoffaufnahme wegen der hohen Kosten
und des erforderlichen Aufwandes entweder nicht oder nur in ausgewihlten
Fillen einsetzen. Fine routineméfige Untersuchung auf die Aufnahme von
Cannabis-Zubereitungen wurde erst moglich, als radioimmunochemische [9]
und spéter auch enzymatisch-immunochemische Teste erhiltlich waren. Tetra-
hydrocannabinol selbst wird im Urin praktisch nicht unverindert ausgeschieden.
Es wird als hochlipophiler Stoff im Fettgewebe gespeichert und iiber mehrere
Tage hinweg in den Urin in Form des Metaboliten THC-Carbonséure, iiberwie-
gend mit Glucuronsdure konjugiert, wieder abgegeben [10]. Der beim Enzym-
Immuno-Assay der Firma Syva verwendete Antikorper reagiert am empfind-
lichsten auf die 11 Nor-A9-THC-Carbonsiure.

Wir haben Untersuchungen mit dem EMIT-Verfahren [11] nach Aufnahme
von 10 mg THC durch Rauchen und von 30 mg THC peroral durchgefiihrt.
Hierbei werden schon kurze Zeit nach Aufnahme hohe Extinktionsdifferenzen
erreicht, die nach bis zu einer Woche den Nullwert wieder erreichen.

Die Markierung fiir den Low-Wert entspricht 20 ng/ml, der Medium-Wert
75 ng/ml. Neben dem Nachweis im Urin ist im Hinblick auf eine Beeinflussung
der Einsichts- und Steuerungsfihigkeit der Nachweis im Blut von Bedeutung,
da ein positiver Befund im Urin lediglich bedeutet, daB im Zeitraum von eini-
gen Tagen vor der Entnahme Cannabisgenuf3 erfolgte. In der Literatur sind
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Abb.1. Cannabinoid-Bestimmung im Urin (10 mg THC geraucht)
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Abb.2. Cannabinoid-Bestimmung im Urin (30 mg THC oral)

gaschromatographische und massenspektrometrische Verfahren zur quantitati-
ven Bestimmung von THC im Blut beschrieben worden [12, 13]. Es ist sinnvoll,
dieses aufwendige Verfahren nur auf die Félle zu beschrénken, in denen posi-
tive Befunde erwartet werden kénnen. Es hat auch hier Versuche gegeben, das
EMIT-Verfahren einzusetzen. Eine einfache Extraktion von Blut, wie sie von
Slightom [14] 1976 angegeben wurde, ist nach den Erfahrungen von uns und
anderen Autoren nicht anwendbar, da die ng-Mengen THC zum Teil an die
Wand absorbiert und stérende Begleitstoffe mitextrahiert werden. Wir fithren
die Schwierigkeiten insbesondere darauf zuriick, dafl es nicht gelingt, nach
Extraktion von THC mit einem organischen Losungsmittel und Einengen zur
Trockne den hochlipophilen Stoff mit Wasser wieder in Lsung zu bringen. Wir
haben daher unsere Versuche mit einer von Peel [15] angegebenen Methode
durchgefiihrt, bei der das Eiweiff mit Methanol gefillt wird und die methanoli-
sche Losung zur EMIT-Bestimmung eingesetzt wird.

Methodik zur Untersuchung von Blut

Zwei ml Methanol werden vorsichtig zu 1 ml Blut entlang der Gefidwinde hinzugegeben. Die
Mischung wird 5 min mechanisch geschiittelt und dann weitere 5 min zentrifugiert. Ungefihr
1,5 ml der Fliissigkeitsschicht werden abgehoben und iiber Nacht bei —20°C im Gefrier-
schrank ausgefroren. Die resultierende partikelfreie Flissigkeit wird entsprechend dem Urin
in der {iblichen Vorschrift eingesetzt. Wir haben hiermit folgende Resultate erzielt.

Man sieht, daB ca. '/, Std nach Rauchbeginn es zum Ansteigen der Extinktionsdifferenzen
kommt, die nach 2 Std bereits wieder abgefallen sind. Diese Befunde stehen in Ubereinstim-
mung mit den Befunden der Literatur [16]. Nach oraler Gabe kommt es zu einer verzogerten
Resorption und aufgrund der hoheren Dosis auch zu deutlich hoheren Werten. Die MeB-
signale fiir drogenfreie Blute lagen im gleichen Bereich, wie fiir Leerurin. Von Peel und Per-
rigo wird angegeben, daB 20 ng/ml ohne weiteres nachweisbar seien. Diese Konzentrationen
entsprechen den psychoaktiv wirksamen Spiegeln. Damit ist das Verfahren geeignet, einen
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Abb.3. Cannabinoid-Bestimmung im Blut (10 mg THC geraucht)
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Abb. 4. Cannabinoid-Bestimmung im Blut (30 mg THC oral)

Hinweis auf die Cannabisaufnahme durch eine Blutentnahme wihrend des Rausches oder
kurz danach zu erméglichen. Wir haben auch versucht, durch Konzentrieren der methanoli-
schen Losung die Nachweisempfindlichkeit zu erhéhen. Hierbei kam es zu nicht reproduzier-
baren Absorptionsverlusten.

Die enzymatisch-immunochemische Methode ist nach unserer Uberzeugung sehr wert-
voll, um einen Hinweis auf eine Cannabisaufnahme zu erhalten. Ein Beweis im eigentlichen
Sinne liegt bei positivem Ausfall jedoch nicht vor. Eine Absicherung mit einem zweiten Ver-
fahren ist unerlaBlich. Frithere diinnschichtchromatographische Versuche zum Nachweis
einer Cannabisaufnahme sind weitgehend ergebnislos geblieben [17, 18], da in der Vergan-
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genheit versucht wurde, das im Urin praktisch nicht vorkommende Tetrahydrocannabinol
nachzuweisen. Aus jlingster Zeit gibt es Arbeiten, in denen der DC-Nachweis des Metaboli-
ten beschrieben wird. Wir haben verschiedene Vorschriften [19, 20] iiberpriift und haben fest-
stellen miissen, daB dabei vielfach eine Storung des Nachweises mit Echtblausalz durch mit-
extrahierte Begleitstoffe erfolgt.

Wir haben daher Extraktion und Reinigung so modifiziert [21], daB3 die Extraktion zum
einen mit geringem Aufwand durchzufithren ist und praktisch nur noch die THC-Carbonséure
angefirbt wird.

Methodik zur Untersuchung von Urin

Baker-10 Extraktionssystem oder Vacelut (Analytichem ICT)
3 ml Octadecyl (C-18)-Extraktionssiulen

2 ml Probensammelgléser

6 ml Filtersdulen

Aceton zur Analyse

Ammoniakldsung 25% zur Analyse

Chloroform zur Analyse

Essigsaure 96% zur Analyse

Kaliumhydroxid, Platzchen, zur Analyse (Losung 10% in Methanol)
Methanol zur Analyse

Natriumhydrogencarbonat zur Analyse (5% Losung)
Echtblausalz RR (Serva, Heidelberg)

Probenvorbereitung

Zehn ml Urin und 3 m! 10% KOH in Methanol 12 min bei 100°C erhitzen, abkiihlen und dann
5 ml Essigsdure 96% zugeben (ca. pH 3,5).

Sdulenvorbereitung

C-18-Séule auf den Deckel der BAKER-10 Vakuumeinheit und Filtersdule mit Hilfe des
Adapters auf die Sdule setzen. Vakuum einschalten. Mit zweimal 3 ml (Saulenvolumen)
Methanol und anschlieBend mit zweimal 3 ml dest. Wasser Sdulenfiillung spiilen. Vakuum
dann sofort abschalten. Siulenfiillung (Adsorbens) darf nicht trocken werden.

Probenaufgabe

Probe mit Hilfe von Vakuum durch Filter und Saule durchsaugen. Filteraufsatz entfernen.

Sdulenwische

C-18-Saule nacheinander mit 1 ml dest. Waser, 1 ml 5%iger NaHCO;-Losung und erneut mit
1 ml dest. Wasser spiilen. Jetzt Vakuum ausschalten. 50 pl Aceton aufgeben. Vakuum anstel-
len und Siulenfiilllung trockensaugen. Vakuum abstellen.

Probenelution

Probensammler mit 2 ml Probensammelglisern in Extraktionssystem einsetzen. Deckel mit
C-18-Siule aufsetzen. Vakuum einschalten. Mit 2 x 200 pl Aceton eluieren. Eluat bis zur
Trockne unter Vakuum einengen. Vakuum abschalten.

Analyse mittels Diinnschichtchromatographie

Riickstand mit 10 ul Methanol aufnehmen und auf Kieselgelplatte auftiipfeln; Vorgang wie-
derholen.
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Fliefimittel: Chloroform/Methanol/Ammoniaklésung 70:30:2
Detektion: Echtblausalz RR (Serva), 0,5% in Methanol/dest. Wasser 50: 50 Iosen.

THC-Carbonsiure: Farbung rosa bis kirschrot, HRf-Hohe-33. Zum Vergleich wird 1 ml der
positiven Cannabinoid-Kontrolle (400 ng 11 Nor-A8 THC-Carbonsiure/ml Urin) aus dem
EMIT ST-System (Syva) mit Leerurin auf 10 ml gebracht und wie beschrieben extrahiert.

Wiederfindung: 80% . Nachweisempfindlichkeit: 10 ng THC-Carbonsaure/ml Urin.

Diskussion

Dieses Vorgehen ist nach unserer Erfahrung geeignet, eine diinnschichtchroma-
tographische Bestitigung des mit EMIT erhaltenen Hinweises zu bekommen.
Noch nach einem halben Jahr Kiihlschranklagerung liefl sich in den Urinen
unseres Versuches die THC-Carbonsdure nachweisen. Beim Vergleich mit
EMIT stellten wir fest, dafl von etwa 50 ng/ml ab eine 100%ige Bestatigung des
EMIT-Befundes durch DC moéglich war. Fiir den darunterliegenden Bereich
zwischen 20 und 50 ng/ml lieB sich die Carbonsdure nur in etwa jedem zweiten
Fall nachweisen. Da auch andere THC-Metaboliten zum EMIT-Ergebnis bei-
tragen, bedeutet dies natiirlich nicht einen 50%igen Fehler des EMIT-Ver-
fahrens fiir diesen Bereich. Irving et al. [22] fanden eine 98%ige Bestitigung
von EMIT positiven Befunden mit einem empfindlichen GC-MS-Verfahren.
Bei kurzen Zeiten zwischen Cannabisaufnahme und Urinentnahme kann die
THC-Carbonsdure im Urin fehlen. Bereits eine Empfindlichkeit von 50 ng/ml
im Urin ist als ausreichend zu betrachten, da, wie Hager und Magerl [23]
berichteten, diese Konzentrationen noch nach 3 Tagen und lénger vorliegen.

Durch Verwendung des EMIT-Verfahrens 146t sich ein einfacher und
schneller Hinweis auf eine Aufnahme von Cannabisharz in Blut und Urin fiih-
ren. Im Falle des Blutes ist GC-MS das Verfahren der Wahl fiir den Nachweis
und di¢ quantitative Bestimmung. Fiir die Absicherung des Nachweises im Urin
steht mit der hier beschriebenen Methode cin einfaches und empfindliches
diinnschichtchromatographisches Verfahren zur Verfiigung, das in jedem
Labor einsetzbar ist.
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