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1. Einleitung 
 
Halluzinogene Wirkstoffe stellen eine bedeutende Gruppe an Betäubungsmitteln dar. Sie ver-
ändern die visuelle, auditive, taktile und olfaktorische Wahrnehmung. Auch Raum und Zeit 
werden anders erlebt. Wichtige Halluzinogene sind das Lysergsäurediethylamid (LSD) und 
Psilocin (Abb. 1), die beide laut Betäubungsmittelgesetz (BtMG) zu den nicht verkehrs-
fähigen Betäubungsmitteln zählen. LSD wird halbsynthetisch aus Alkaloiden des Mutterkorns 
hergestellt, während Psilocin der Wirkstoff von halluzinogenen Pilzen, den sogenannten 
„Magic Mushrooms“, ist. Bufotenin, ein Positionsisomer von Psilocin, kommt im Sekret eini-
ger Kröten- und Pilzarten vor, wird aber auch endogen im Körper gebildet. Es untersteht je-
doch nicht dem BtMG.  
 

Die Bestimmung dieser Analyten in Körperflüssigkeiten ist sehr anspruchsvoll, da Psilocin 
einerseits licht- und sauerstoffempfindlich ist und andererseits schnell verstoffwechselt wird 
[1-4]. LSD ist ebenfalls lichtempfindlich und wird zudem in sehr niedrigen Dosen konsumiert 
[5-7]. Darüber hinaus wird es ebenfalls schnell metabolisiert [8]. Dementsprechend niedrig 
sind die in Körperflüssigkeiten zu erwartenden Konzentrationen. Um das Nachweisfenster zu 
verlängern, bietet es sich an, auch die wichtigsten Metaboliten von LSD, das nor-LSD und 
das 2-Oxo-3-hydroxy-LSD (O-H-LSD) sowie iso-LSD, das bei der Herstellung von LSD ent-
steht, mit zu erfassen (Abb. 1). Zur Analytik von Psilocin und Bufotenin in Haaren sind bisher 
noch keine Methoden veröffentlicht. Daher ist auch nicht bekannt, ob diese Substanzen 
überhaupt in Haare eingelagert werden. Positive LSD-Befunde in Kopfhaar wurden bisher nur 
in drei Fällen veröffentlicht [9,10].  
 

Ziel der Dissertation war, Methoden zu entwickeln mit denen die in Abbildung 1 aufgeführten 
Substanzen in Körperflüssigkeiten und Haaren bestimmt werden können. Zudem sollten um-
fassende Stabilitätsuntersuchungen durchgeführt werden. 
 
2. Methoden 
 

2.1 Bestimmung von Halluzinogenen in Serum, Plasma und Urin 
 
Nach dem Verdünnen mit Phosphatpuffer (pH 6) wird das Probenmaterial mit Ascorbinsäure 
versetzt, um Psilocin während der Extraktion zu schützen. Die Festphasenextraktion (SPE) 
mit mixed-mode Kationenaustauschersäulen wird lichtgeschützt durchgeführt. Zwischen 
Waschschritten mit Phosphatpuffer, Wasser, Methanol und Ethylacetat werden die Säulen mit 
Stickstoff getrocknet. Vor der Elution mit ammoniakalischem Dichlormethan/Isopropanol 
wird Ascorbinsäure in die HPLC-Vials gegeben. Das Eluat wird eingedampft und im HPLC-
Fließmittel zur LC-ESI-MS/MS-Messung im MRM-Modus aufgenommen.  
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Die Validierung der Methode wurde gemäß der Richtlinien der GTFCh durchgeführt. Details 
sind in [11] aufgeführt. 
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Abb. 1. Strukturformeln wichtiger Halluzinogene und einiger Metabolite. 
 
 
2.2 Bestimmung von Halluzinogenen in Haaren 
 
Haarproben werden in einem 1:1-Gemisch aus Methanol und Salzsäure lichtgeschützt 6 h im 
Ultraschallbad extrahiert. Die Aufreinigung der Haarextrakte erfolgt mit der leicht modifi-
zierten SPE-Methode für Körperflüssigkeiten [12]. Die Extrakte werden mit LC-ESI-MS/MS 
vermessen. 
 
 
2.3 Synthese von Psilocinglucuronid 
 
Die genauen Synthesebedingungen für Psilocinglucuronid (PCG) sind in [13] beschrieben. 
 
 
3. Ergebnisse und Diskussion 
 

3.1 Bestimmung von Halluzinogenen in Serum, Plasma und Urin 
 
Es sollte eine Methode entwickelt werden, mit der neben Psilocin auch LSD und einige seiner 
Metaboliten erfasst werden können. Um ein breites Spektrum an Untersuchungsmatrices ab-
zudecken, sollte die Methode auf Serum, Plasma und Urin angewendet werden. Es stellte sich 
heraus, dass es sinnvoll ist, auch Bufotenin, ein Positionsisomer von Psilocin, mit einzube-
ziehen. Bufotenin kann endogen in Urinproben vorkommen. Es ist jedoch nicht möglich, es 
massenspektrometrisch von Psilocin zu differenzieren. Um falsch positiven Psilocin-Befun-
den vorzubeugen, ist es notwendig, Bufotenin zuverlässig von Psilocin unterscheiden zu 
können. 
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Als Messtechnik wurde aufgrund ihrer hohen Selektivität und Sensitivität die Flüssigkeits-
chromatographie gekoppelt mit der Tandenmassenspektrometrie mit positiver Elektrospray-
Ionisation im Multiple Reaction Monitoring-Modus gewählt. Die flüssigchromatographische 
Trennung erfolgte an einer C18-Säule. Hierbei musste die Trennung der Isomerenpaare Bufo-
tenin/Psilocin, LSD/iso-LSD und nor-LSD/nor-iso-LSD (Metabolit von iso-LSD) gewährlei-
stet werden, wozu ein Gradient mit Ammoniumacetatpuffer und Acetonitril (jeweils mit 
Ameisensäure) verwendet wurde.  
 

Die SPE mit einem polymerbasierten mixed-mode-Material (apolare Wechselwirkungen und 
starker Kationenaustauscher) erwies sich als die geeignetste Methode, um die Analyten aus 
verschiedenen Matrices zu extrahieren. Die Extraktionssäulen konnten zur Entfernung von 
Matrixbestandteilen intensiv wässrig und mit organischen Lösungsmitteln gewaschen werden. 
Die gesamte Extraktion wurde wegen der Lichtempfindlichkeit von Psilocin und LSD licht-
geschützt durchgeführt. Aufgrund der Sauerstoffempfindlichkeit war es notwendig, die Säulen 
mit Stickstoff zu trocknen, anstatt wie sonst üblich mit Luft durch Anlegen von Vakuum. 
Während der Elution mussten Polypropylenspitzen eingesetzt werden, da die normalerweise 
verwendeten Metallspitzen zur teilweisen Zersetzung der Analyten führten. Zudem war es 
notwendig, die Proben vor der SPE zum Schutz vor Oxidation mit Ascorbinsäure zu versetzen 
und vor der Elution Ascorbinsäure in die Vials vorzulegen, um Psilocin auch während des 
Eindampfens der Extrakte zu schützen und eine ausreichende Autosamplerstabilität zu 
gewährleisten. Die Methode wurde erfolgreich gemäß der Richtlinien der „Gesellschaft für 
Toxikologische und Forensische Chemie“ (GTFCh) validiert. Einzelheiten hierzu in [11]. 
 
 
3.2 Bestimmung von Halluzinogenen in Haaren 
 
Um die Extraktion der Analyten aus der Haarmatrix simulieren zu können, wurde Leerhaar 
mit den Substanzen angereichert, indem es eine Woche in eine hochkonzentrierte Lösung der 
Analyten eingelegt wurde. Dabei wurden alle Analyten in die Haare eingelagert.  
 

Die angereicherten Haare wurden mit verschiedenen Extraktionsmitteln untersucht. Die Ex-
traktion mit Salzsäure ergab bessere Ergebnisse für die polareren Verbindungen Psilocin, 
Bufotenin und O-H-LSD, während die unpolareren Analyten besser mit Methanol extrahiert 
wurden. Ein Gemisch aus Salzsäure und Methanol erwies sich schließlich als am besten für 
alle Analyten. Haarextrakte müssen aufgrund starker Matrixbelastung meist noch aufgereinigt 
werden. Hierfür wurde die SPE-Methode für Halluzinogene aus Körperflüssigkeiten ange-
passt. Die Methode wurde erfolgreich validiert und eignet sich zur quantitativen Bestimmung 
aller Analyten aus Haaren mit Ausnahme von O-H-LSD, welches nur qualitativ erfasst wer-
den kann [12].  
 
 
3.3 Synthese von Psilocinglucuronid 
 
Psilocinglucuronid ist der kommerziell bisher nicht erhältliche Hauptmetabolit von Psilocin. 
Bislang wurde nur eine Synthese für PCG auf enzymatischem Weg mit 
Rattenlebermikrosomen veröffentlicht [14]. Während der Dissertation wurde PCG in 
Anlehnung an die Herstellung von Paracetamolglucuronid [15] und Morphindiglucuronid [16] 
auf chemischem Weg synthetisiert (Abb. 2).  
 

Psilocin (1) wurde dabei mit Methyl-2,3,4-tri-O-isobutyryl-1-O-trichloracetimidoyl-α-D-
glucopyranuronat (2) in Anwesenheit von Bortrifluorid-Etherat umgesetzt. Nach der 
Abspaltung der Schutzgruppen mit Natronlauge wurden 12 mg PCG (4, 18 %) erhalten. Dies 
ist das erste Mal, das eine erfolgreiche chemische Synthese von PCG beschrieben wurde [13]. 
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Abb. 2. Synthese von Psilocinglucuronid (4). 
 
 
3.4 Stabilitätsuntersuchungen 
 
Es wurden außerdem umfassende Untersuchungen zur Stabilität der Analyten in 
verschiedenen Matrices durchgeführt, da bisher nur unvollständige Daten in der Literatur 
vorliegen. Die Stabilität von PCG konnte mit dem synthetisierten Referenzstandard erstmals 
untersucht werden. 
 

Die Kurzzeitstabilität der Analyten in Vollblut (mit Natriumfluorid-Zusatz) wurde bei 
verschiedenen Temperaturen über den Zeitraum von einer Woche evaluiert. Die meisten 
Analyten wiesen in tiefgefrorenen Blutproben große, nicht reproduzierbare Verluste auf. LSD 
und iso-LSD waren über eine Woche bei Raumtemperatur stabil, die anderen Analyten 
zeigten eine zeitliche Abnahme, die bei Psilocin besonders groß war. PCG war dabei deutlich 
stabiler als Psilocin. In gekühlten Proben waren alle Analyten am stabilsten. Blutproben, die 
auf Halluzinogene untersucht werden sollen, dürfen demnach nicht tiefgefroren werden. Sie 
sollten bis zum Eintreffen in der forensischen Untersuchungsstelle, in der sie zentrifugiert und 
abgesert werden, gekühlt aufbewahrt werden [13,17]. 
 

Darüber hinaus wurden die Einfrier-/Auftaustabilität und Langzeitstabilität der Analyten in 
Serum und Urin bestimmt. Alle Analyten waren nach drei Einfrier-/Auftauzyklen sowie nach 
sechs Wochen Lagerung unter Tiefkühlung noch stabil. LSD, iso-LSD und nor-LSD wiesen 
nach sechs Monaten in Urin leichte Verluste auf. Psilocin war in Serum und Urin nach sechs 
Monaten ebenfalls nicht mehr stabil, PCG dagegen schon. Abschließend kann gesagt werden, 
dass PCG stabiler als Psilocin ist [11,13]. 
 
 
4. Zusammenfassung 
 
Es wurden empfindliche und schnelle Extraktions- und Detektionsmethoden mit sauberen 
Extrakten zur simultanen Bestimmung von Psilocin, Bufotenin, LSD und seinen Metaboliten 
in Serum, Plasma, Urin und Haaren entwickelt, bei denen die instabilen Analyten optimal 
geschützt werden. Zudem gelang erstmals die erfolgreiche chemische Synthese von 
Psilocinglucuronid, dem Hauptmetaboliten von Psilocin. Es wurden außerdem umfangreiche 
Untersuchungen zur Kurz- und Langzeitstabilität der Analyten durchgeführt, wobei sich 
Psilocinglucuronid als stabiler erwies als Psilocin. 
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