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Zusammenfassung

Bei Gamma-Hydroxybuttersaure (GHB) handelt es sich um eine forensisch relevante
Substanz, welche als Freizeitdroge und zur Betdubung in k.o.-Mittel Fallen eingesetzt
wird. Der Missbrauch von GHB, insbesondere bei sexuellen Ubergriffen durch date

rape sexual assaults, hat in den letzten Jahren zugenommen.

Die Schwierigkeit des Nachweises einer GHB-Aufnahme liegt hauptsachlich darin
begriindet, dass GHB schnell metabolisiert und ausgeschieden wird und daher ihr
Nachweisfenster in Korperflissigkeiten auf wenige Stunden nach der Einnahme
begrenzt ist. Darlber hinaus entstehen durch das endogene Vorhandensein der
Substanz in Korperflussigkeiten Probleme bei der Interpretation von Befunden.

Diese Arbeit wurde einerseits mit dem Ziel durchgefuhrt, die Nachweisbarkeitsdauer
nach einer GHB-Gabe in biologischen Matrices zu verlangern, andererseits die

forensische Interpretation von Befunden ante und post mortem zu erleichtern.

Organische Sauren sind eine Gruppe von Monocarbonsduren mit gesattigten oder
ungesattigten Derivaten, Hydroxyl-, Phenol- und Multicarbonsaurevarianten und
werden allgemein als Fettsauren, flichtige Fettsauren oder Carbonséuren bezeichnet.
Eine Reihe von organischen Sauren wie 2,4-Dihydroxybuttersaure (2,4-OH-BA), 3,4-
Dihydroxybuttersaure (3,4-OH-BA), Glykolsaure (GA) und Bernsteinsaure (SA)

wurden in dieser Arbeit untersucht.

Hierfir wurde zunachst eine einfache und prazise GC-MS-Methodik entwickelt, die zur
Bestimmung von GHB und diesen sogenannten GHB-related acids (Organischen
Sauren) in biologischen Matrices geeignet ist. Die entwickelte Methode wurde nach
den Richtlinien der Gesellschaft fur Toxikologische und Forensische Chemie (GTFCh)

validiert, um die Gerichtsverwertbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten.

Die Validierung zeigte eine ausreichende Sensitivitat der Methodik, < 1% fur 2,4-OH-
BA, < 1% fur 3,4-OH-BA, 62% fir GHB, 11% fur SA und 0% fur GA der endogenen
Proben in Serum lagen unterhalb der LoDs. 0% fiur 2,4-OH-BA, 0% fir 3,4-OH-BA,
16% fur GHB, 0% fur SA und 0% fur GA der endogenen Proben in Urin lagen unterhalb
der LoDs. (LoDs waren 0,12 mg/L fur 2,4-OH-BA, 0,13 mg/L fur 3,4-OH-BA, 0,03 mg/L
fur GHB, 0,28 mg/L fur SA, 0,19 mg/L fir GA und LoQs waren 0,39 mg/L fur 2,4-OH-
BA, 0,42 mg/L fur 3,4-OH-BA, 0,11 mg/L fur GHB, 0,98 mg/L fur SA, 0,63 mg/L fur
GA).
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Die Linearitat der Kalibrierung war vom LoQ bis zu 20 mg/L fur alle Analyten in Wasser
gegeben und die lineare Regression zeigte Korrelationskoeffizienten R2 immer > 0,99.
Die Imprazisionsdaten und der Bias der Methode betrugen immer weniger als 15 %

bei niedrigen (2 mg/L) und hohen (17 mg/L) Qualitatskontrollproben.

Die Stabilitdt wurde in den extrahierten Proben im Autosampler bei Raumtemperatur
fur 40 Stunden nach der Extraktion getestet und der Rickgang der detektierten
Peakflachen betrug bei allen Analyten weniger als 10 %. Die Stabilitat der Analyten in
Serum-und Urinproben wulbel dem Zetraum vdn Ziblem AMGnat
getestet. Die Konzentrationen der Bernsteinsaure anderten sich wahrend der
Lagerung erheblich. Im Gegensatz dazu schienen GHB und seine weiteren related
acids in Serum und Urin sehr stabil zu sein und die mittleren Abweichungen von der

ersten Messung veranderten sich nach der Lagerung nie mehr als 16 %.

Mittels der validierten Methode wurden endogene Konzentrationsbereiche von GHB,
SA, GA, 2,4-OH-BA und 3,4-OH-BA in Serum (n = 101) und Urin (n = 132) Lebender
und in Oberschenkelvenenblut (n = 103) und Urin (n = 80) Verstorbener bestimmt und

definiert.

Desweiteren wurde getestet, inwiefern die einzelnen organischen Sauren nach
Aufnahme von GHB als Arzneimittel bei Narkoleptikern in erh6hten Konzentrationen
in Serum und Urin auftreten und eventuell das Nachweisfenster verlangern kdnnten.
Wir sammelten Blut- und Urinproben von Narkolepsiepatienten (n = 5), die mit
Arzneimitteln behandelt wurden, die GHB-Natriumsalz enthielten (1.86 i 3.72 g GHB
als freie Saure pro Dosis). Obwohl GHB nur bis zu 4 Stunden in Konzentrationen
oberhalb der tblicherweise verwendeten Grenzwerte im Blutplasma nachweisbar war,
konnte 3,4-Dihydroxybutterséure bis zu 12 Stunden im Blutplasma in, im Vergleich zu
den Basalwerten des Patienten, erhéhten Konzentrationen nachgewiesen werden. Im
Urin konnten GHB-Konzentrationen oberhalb der tblichen Cut-off-Werte 4,51 9,5
Stunden nach GHB-Aufnahme beobachtet werden. Durch Kreatinin standardisierte
Anfangskonzentrationen wurden fir GA, 3,4-OH-BA und 2,4-OH-BA 6,57 22, 11,51
22 bzw. 8,51 70 Stunden nach GHB-Einnahme wieder erreicht. Dieser Teil der Arbeit
wurde in einer Publikation genutzt, ist jedoch nicht Teil der vorliegenden

Promotionsschrift.

Daneben wurden auch die Routinefélle mit drug facilitated crime Hintergrund (DFC)
bei denen die GHB-Ergebnisse oberhalb der Cut-offs Grenze fir GHB (< 4 mg/L in
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Serum und < 10 mg/L in Urin) lagen (n = 17, 10 Serumproben und 7 Urinproben) und
Falle mit Verdacht auf GHB-Aufnahme (n = 40, 21 Serumproben und 19 Urinproben)
trotz negativen GHB-Ergebnissen aus routinemé&fRigen Fallarbeiten auf GHB related
acids getestet. Erhdhte Konzentrationen von den GHB related acids wurden in allen
Serumproben und in den meisten Urinproben, die positiv auf GHB waren,
nachgewiesen. In einigen GHB-negativen Féllen, insbesondere in Serumproben,
gaben die Konzentrationen von GHB related acids, trotz unauffalligem GHB-Ergebnis,

Hinweise darauf, dass GHB tatsachlich eingenommen wurde.

Diese Ergebnisse zeigten einerseits die Uberlegenheit der Serumanalyse gegeniiber
der Urinanalyse bei der Untersuchung von Verdachtsfallen einer GHB-Intoxikation
und, dass eine zusatzliche Analyse von GA, 2,4- und 3,4-OH-BA das Nachweisfenster
einer GHB-Aufnahme vergroRern kann. Fur eine sicherere Interpretation einer
moglichen exogenen Aufnahme empfehlen wir neben der Analyse von GHB in
mehreren Matrices folgende Cut-offs: 3,4-OH-BA: > 3 mg/L im Serum und > 50 mg/L
im Urin; 2, 4-OH-BA: > 2 mg/L im Serum und > 25 mg/L im Urin; GA: > 5 mg/L im
Serum und > 400 mg/L im Urin.

Daneben wurden auch postmortale Korperflissigkeiten untersucht. Es wurde gepruft,
ob die Bestimmung der Konzentrationen dieser GHB related acids in post mortem
Oberschenkelblut und Urin bei der Interpretation der post mortem Ergebnisse hilfreich
sein konnte. Anhand der Methode sollte zuerst die Stabilitat der Metabolite in post
mortem Proben Uberpruft werden. Die Ergebnisse zeigten keine Abnahme der
Konzentrationen >20 % bei Lagerung bei -20 °C, mit Ausnahme von SA (58,7 %, 7
Tage nach der Autopsie).

Es wurden danach die Proben von Verstorbenen ohne bekannte GHB-Exposition
gesammelt, um die endogenen Konzentrationen von GHB, SA, GA, 2,4-OH-BA und
3,4-OH-BA in Blut (Oberschenkelblut: n = 103) und Urin (n = 80) in post mortem Proben
zu bestimmen. Abschliel3end wurden Proben von Todesféallen mit GHB-Aufnahme vor

dem Tod analysiert.

Bei Todesfallen mit nachgewiesener GHB-Einnahme (n = 11) waren die
Konzentrationen von GHB related acids im Vergleich zu Fallen ohne bekannte GHB-
Exposition (Urin: n = 80; Femurblut: n = 103) erhdht. So waren die Konzentrationen im
Urin fir GA in 7 von 10 Fallen und bis 391 mg/L, fur 2,4-OH-BA in 9 von 10 Fallen und
bis 144 mg/L und fir 3,4-OH-BA in 7 von 10 Féllen und bis zu 665 mg/L erhdht. Im
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Blut waren die Konzentrationen fir GA in 6 von 11 Fallen und bis 34 mg/L, fur 2,4-OH-
BAin 11 von 11 Fallen und bis zu 9,1 mg/L und fir 3,4-OH-BA in 11 von 11 Fallen und
bis zu 19 mg/L erhoht. Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigten, dass
insbesondere die Analyse von hydroxylierten Metaboliten von GHB, aber auch die
Analyse von GA bei der Interpretation der GHB-Ergebnisse post mortem hilfreich sein

kann.
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1 Einleitung

1.1 GHB-Vorkommen, Verwendung, Missbrauch

Gamma-Hydroxybuttersaure (GHB) ist eine kurzkettige Fettsdure mit zwei polaren
Substituenten (1-3). GHB kommt als farblose und geruchlose Flussigkeit, weil3es
Pulver, Kapseln oder Tabletten vor. Ublicherweise ist GHB als Natriumsalz in einer
transparenten Losung erhaltlich (4-7). In Tabelle 1 sind die Strukturformeln von GHB

und seinem Vorlaufer Gamma-Aminobuttersdure (GABA) aufgelistet.

GHB wird einerseits therapeutisch genutzt. Erstmals 1874 von Alexander Sytzeff
synthetisiert und beschrieben (8), wurde sie dann in den 60er Jahren als Anésthetikum
eingesetzt (5). Daneben wurde sie bei Insomnie, Alkohol- oder
Opioidenzugssymptomen oder cerebrovaskularen Krankheiten eingesetzt (9, 10).
Zurzeit wird GHB unter den Handelsnamen Xyrem® oder Somsanit® bei der
Behandlung der Narkolepsie und Kataplexie eingesetzt (10, 11). Bei diesen Patienten
moduliert GHB das Schlafverhalten (12) und kann alle narkoleptischen Symptome
erheblich reduzieren. Es kann auch den nachtlichen REM-Schlaf bei diesen Patienten

stabilisieren (13).

Im Allgemeinen liegt die verschriebene therapeutische Dosis zur Behandlung von
Narkolepsie im Bereich von 4,5 g bis 9 g/Tag (14, 15). In Europa wird es daneben zur
Behandlung des Alkoholentzugssyndroms mit dem Handelsnamen Alcover® in Dosen
von 50 mg/kg bis 100 mg/kg Korpergewicht (10) und als Hypnotikum (Somsanit®)
verwendet (4, 16).

GHB wird endogen durch Abbau des inhibitorischen Neurotransmitters GABA gebildet
(12). Obwohl die genaue Funktion von GHB noch nicht vollstandig geklart ist, gibt es
Hinweise darauf, dass es mdglicherweise als Neuromodulator oder Neurotransmitter
in Blut, Urin sowie im peripherem Nervensystem und Hirngewebe wirkt (17-19). Bei
den meisten Saugetierspezies und auch in Pflanzen kann GHB nachgewiesen werden.
Laut neuerer Erkenntnisse, zeigte sich die Anhaufung in Pflanzen als Reaktion auf
Hypoxie (12, 20).

Zusatzlich wird GHB zu mehreren Zwecken missbréauchlich angewendet: bei
Bodybuildern wurde GHB ein anaboler Effekt nachgesagt, es kann weiterhin die

Freisetzung des humanen Wachstumsfaktors stimulieren (21, 22). Daneben wird GHB

i abhangig von der Dosis i als Partydroge ( St raCenname ALiquid
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sogenanntes k.o.-Mittel eingesetzt. Diese verschiedenen Anwendungen kénnen auf

die dosisabhangigen pharmakologischen Effekte zurtckgefihrt werden. Geringe

Dosen bis 1,5 g fuhren zu Euphorie und haben einen anxiolytischen Effekt. Dosen bis

2,5 g fuhren zu einer Stimmungsaufhellung, zu einer Steigerung der sexuellen

Aktivitat. Hohere Dosen fuhren allerdings zu einem pl6tzlichen Tiefschlaf mit
anschlieRender anterograden Amnesie. Besonders in FAl | en von Adrug fa
sexual assaultsin (DFSA) wird die Substanz so
und Folgestraftaten wie Vergewaltigung, Korperverletzung oder Diebstahl zu begehen

(3, 23, 24).

DFSA unter Beibringung von GHB stellt ein aktuelles wie stabiles Phanomen uberall
in Europa dar (3, 22). In den meisten Fallen wird GHB mit Alkohol kombiniert (25). In
Studien zur Préavalenz von k.o.-Mitteln spielt GHB eine eher untergeordnete Rolle (0,02
% der Falle bei Bosman et al. 2013 in den Niederlanden (26); 1,1 % der Félle bei Du
Mont et al. in Kanada (27); 4,1 % der Falle bei EISohly & Salamone 1999 (28) in den
Vereinigten Staaten). Aufgrund des grol3en Angebots von GHB und dessen Precursor
Gamma-butyrolacton (GBL) und 1,4 Butandiol (BD) im Internet und aufgrund der
extrem kurzen Halbwertszeit der Substanz, verglichen mit anderen im Rahmen von
DFSA eingesetzten Substanzen, kann davon ausgegangen werden, dass die

Dunkelziffer der Nutzung in derartigen Fallen sehr hoch ist.

Substanz Strukturformel
GHB O
HO\/\)J\
OH
GABA (@]
H N\/\)\O
2 H

Tabelle 1: Chemische Strukturen von GHB @#&BA

1.2 Precursor von GHB und chemische Stabilitat

1,4-Butandiol und Gammabutyrolacton (GBL) stellen zwei GHB-Prodrugs mit gleichem
Wirkspektrum dar. Die klinischen Wirkungen, einschlie3lich Schlafrigkeit, Euphorie
und sinnliches Geflhl, die durch GBL und BD hervorgerufen werden, entsprechen den
Wirkungen von exogen verabreichtem GHB. 1,4-Butandiol wird mit Hilfe der
Alkoholdehydrogenase und Aldehyddehydrogenase zu GHB oxidiert. GBL ist der
zyklische Ester von GHB. Es wird durch eine endogene Lactonase, die in Leber und

Serum, aber nicht im Gehirn vorhanden ist, in GHB umgewandelt (29, 30).
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Tatsachlich existiert in der Lésung GHB im Gleichgewicht mit GBL. Das Verhéltnis der
beiden Formen hangt immer von der Matrix und dem jeweiligen pH-Wert ab.
Beispielsweise ist im Blut die Form der Séure die vorherrschende, da die endogene
Lactonase jegliches Lacton umwandelt, das vorhanden sein kann (4). Die beiden
Formen erreichen jedoch im Urin oder Mageninhalt, in denen keine Lactonase
vorhanden ist, ein chemisches Gleichgewicht, wobei beide vorhanden sind. Da der
physiologische Blut-pH zwischen 7,36 und 7,44 liegt und Laktone im Blut durch
endogene Laktonasen gespalten werden, ist GHB im Blut ziemlich stabil (31). pH von
Mageninhalt oder einigen Urinproben sind allerdings < 4,72, sodass GBL aus GHB
entsteht. Selbst wenn nur GHB konsumiert wurde, abhéangig von der Zeit nach der
Einnahme, der Temperatur und dem pH-Wert der Matrix, kann GBL im Magen- oder

Uringehalt nachgewiesen werden (4).

Substanz Strukturformel

GBL O o)

1,4-Butandiol HO/\/\/OH

Tabelle 2: Struktuen der GHB Precursor GBL undBltandiol

1.3 GHB-Biosynthese und Metabolismus

GHB ist ein endogenes Molekul, welches im Stoffwechsel der Gamma-
Aminobuttersaure (GABA) entsteht (Abbildung 1) und das in mikromolaren
Konzentrationen im Blut gefunden wird. Bemerkenswert ist, dass GHB sowohl als
Vorlaufer als auch als Metabolit von GABA angesehen werden kann (32). GABA
entsteht aus der Aminoséaure Glutamat (23). Mittels des Enzyms GABA-Transaminase
wird GABA in den Mitochondrien zu Succinat-Semialdehyd (SSA) abgebaut (23, 33,
34).

Ein kleiner Teil der SSA, etwa 1 bis 2% (35), kreuzt das Cytosol und wird dann
katalysiert durch das Enzym Succinat-Semialdehyd-Reduktase (SSAR) zu GHB
reduziert (36-38). Es wurde gezeigt, dass im Rattengehirn nur 0,15 % der SSA in GHB

umgewandelt wird (39).

Der groRBere Anteil SSA wird mittels der Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase

(SSADH) allerdings zu SA und weiter im Zitronensdurezyklus metabolisiert, um in
3



Kohlendioxid und Wasser umgewandelt zu werden. Dabei treten weitere Metaboliten
wie die Glykolsaure auf (40) (Abbildung 1). Neuronen, die GABA freisetzen und in
denen GHB gefunden wird, befinden sich hauptsachlich im Hippocampus, Cortex und
Amygdala des Gehirns (32).

Ein Mangel des Enzyms SSADH (Succinic Semialdehyde Dehydrogenase Deficiency
(SSADHD)) fuhrt zu erhéhten endogenen Konzentrationen von GHB im Urin und
weiteren Korperflissigkeiten (41, 42). Zwei Mutationen innerhalb des Gens ALDH5A1
sind verantwortlich fur die Akkumulation von GABA und GHB (43).

Die Biosynthese erfolgt ebenfalls tGber periphere Lactonase aus GBL und mittels der
Alkoholdehydrogenase aus BD nach oraler Aufnahme (44). Daher werden die weniger

kontrollierten Substanzen wie GBL und BD ebenfalls missbraucht.
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1.4 Physiologie und Pharmakologie von GHB

1.4.1 Pharmakodynamik

GHB als Freizeitdroge bzw. als therapeutische Medikation kann anhand der
dosisabhangigen pharmakologischen Wirkungsmechanismen dieser Substanz erklart
werden. Im Gegensatz zu den meisten anderen ZNS-Depressiva (z. B. Ethanol,
Benzodiazepine), die Uber den GABAA-Rezeptorkomplex wirken, um die neuronale
Aktivitat zu dampfen, entfaltet GHB die meisten seiner Wirkungen durch die Bindung
an den GABABg-Rezeptorkomplex und GHB-Rezeptoren (32, 45, 46).

Wenn GHB in niedriger Konzentration im Korper vorhanden ist (endogene
Konzentration), bindet es an entsprechende GHB-Rezeptoren. Es wurden im
menschlichen Gehirn spezifische Bindungsstellen fur GHB gefunden. Heute wird
angenommen, dass es eine Familie von prasynaptischen G-Protein-gekoppelten
GHB-Rezeptoren gibt, an denen GHB als Agonist schon in den endogenen GHB-
Konzentrationen Wirkungen hervorruft. Diese scheinen in die Regulation der
Ausschittung von GABA und Glutamat eingebunden zu sein (45, 47). GHB-
Rezeptoren sind starker im Hippocampus, Cortex und Amygdala, in pra- und
postsynaptischen Zellen und in dopaminergen Bereichen exprimiert (4, 48-50). Dies
fuhrt zu einer Verminderung der GABA-Ausschittung bei gleichzeitiger Erh6hung des
Dopaminspiegels in den Nervenenden, wodurch es zu den verstarkenden Wirkungen
der GHB fuhrt.

In endogenen Konzentrationen aktiviert GHB bereits GABAs-Rezeptoren selbst oder
durch Umwandlung in GABA und hemmt dadurch den Zufluss von Ca?* und 6ffnet K*-
Kanale, wie dies GABA tut (Abbildung 2). Da es sich bei GABA um einen hemmenden
Neurotransmitter handelt, ist so der durch GHB-Gabe ausgeltste dampfende Effekt zu
erklaren. Es wird vermutet, dass GHB nach exogener Aufnahme sowohl als GABAs-
als auch als GHB-Rezeptor Agonist fungiert (3, 23, 32, 51-55). Daher stellt es einen

Doppelwirkungsmechanismus dar (7, 50).

Auch Studien an der Ratte legen nahe, dass drei Phdnomene eine Rolle im
Wirkungsmechanismus von GHB spielen kdnnten (38). Das erste Phanomen ist, dass
GHB an prasynaptische GHB-Rezeptoren bindet und so die Freisetzung von GABA
und Dopamin fur bis zu 20 Minuten hemmt. Infolgedessen tritt eine Periode der
Desensibilisierung der GHB-Rezeptoren auf, was zu einer Depolarisation des Neurons

und einem ungewo6hnlich hohen Anstieg der Freisetzung von GABA und Dopamin
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fuhrt. Das zweite Phanomen ist, dass GHB bei hohen Dosen ein Agonist von GABAB-
Rezeptoren wird und die gleichen Wirkungen wie GABA erzeugt. Das dritte Phanomen
ware, dass eine minimale Konzentration von GHB in Neuronen zu SSA oxidieren
kénnte und ein Teil davon durch GABA-Transaminase in GABA umgewandelt wirde.

Somit wirde dieser Anstieg von GABA erneut GABAs-Rezeptoren stimulieren (38).
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Abbildung2 (56). Pharmakologische Angriffspunkte von GHB an der GABA/GHBergic Synapse

1.4.2 Pharmakokinetik, endogene Konzentrationen und Nachweisfenster in Blut und
Urin

Die endogene Anwesenheit von GHB in Serum und Urin (sowie im Haar) stellt eine

erhebliche Schwierigkeit fur die forensische Interpretation dar. Es gibt zahlreiche

Studien zur Quantifizierung von endogenen Konzentrationen: Elian zeigte endogene
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GHB Konzentrationen in 240 Blutproben (0,17 - 1,51 mg/L) und 670 Urinproben (0,34
- 5,75 mg/L) (57). Andresen et al. zeigten Plasmakonzentrationen zwischen 0,62 und
3,2 mg/L (n = 50) und Urinkonzentrationen zwischen 0,64 und 4,2 mg/L (n = 50) (18).
Erdmann et al. zeigten Blutkonzentrationen zwischen 0,11 und 1,56 mg/L (58). Elliot
analysierte 119 Urinproben und bestimmte endogene Konzentrationen immer mit < 3
mg/L (59). Kang et al. (60) zeigten Urinkonzentrationen zwischen 0.09 und 1.8 mg/L
bei 74 Personen wahrend Brailsford (61) GHB im Urin von 1126 Frauen quantifizierte
und eine Maximalkonzentration von 5.5 mg/L fand. Aufgrund dieser Studien wird
aktuell empfohlen, folgende Cut-offs fir die Differenzierung endogen/exogen zu

nutzen: < 4 mg/L im Plasma und < 10 mg/L im Urin (59, 62).

Einige Ausscheidungsversuche zur Aufnahme pharmakokinetischer Profile in Blut und
Urin nach GHB-Einnahme sind publiziert (63-68). Die Absorption von exogener GHB
ist geschlechtsabhéngig und wird nicht durch die gleichzeitige Aufnahme von Essen
beeinflusst (66). Aufgrund der guten Wasserloslichkeit der Substanz hat GHB ein
kleines Verteilungsvolumen (0,2 - 0,4 L/kg). GHB verteilt sich schnell im Korper, die
Verteilung kann mittels eines 2-Kompartiment-Modells beschrieben werden (64). GHB
bindet nicht an Plasmaproteine, das Verhéltnis Blut zu Plasma liegt bei 1,2 (68, 69).
Nach oraler Aufnahme von 40, 50, 60 oder 72 mg GHB/kg Koérpergewicht konnten
maximale Konzentrationen von 130 mg/L 1 Stunde nach Aufnahme festgestellt werden
(63). Busardo et al. zeigten Konzentrationen zwischen 8,1 und 32,3 mg/L in Plasma
und bis zu 86,5 mg/L in Urin 1,5 - 2 Stunden nach der Aufnahme von 2,5 - 4 g GHB
(70). Die Nachweisbarkeitsdauer der Muttersubstanz GHB ist dann aber nur sehr kurz.
Dies gestaltet sich als sehr problematisch, da Opfer von DFSA die Vorfélle meist
verspatet der Polizei melden, sodass wertvolle Zeit vergeht, in der der Wirkstoff bereits
eliminiert wird. Abh&ngig von der aufgenommenen Dosis kann exogenes GHB Uber
die Analytik auf die Muttersubstanz maximal 6 Stunden in Plasma und 12 Stunden in
Urin nachgewiesen werden. Brenneisen et al. (64) zeigten maximale GHB-
Konzentrationen bis zu 76,3 mg/L im Serum und bis zu 840 mg/L im Urin, die
Konzentrationen fielen nach 2,5 Stunden im Serum und nach 12 Stunden im Urin unter
die Cut-offs. In einer weiteren Studie von Abanades et al. (63) nahmen 5 Patienten 50
mg GHB/kg Korpergewicht. Die mittleren GHB-Plasmakonzentrationen nach 30
Minuten betrugen 83,1 mg/L. Nach 6 Stunden waren die Plasmakonzentrationen im
Mittel bereits bei 0,9 mg/L. Die mittlere Clearance liegt bei 17,8 £ 13,1 mL/min und wird
durch den Co-Konsum von Alkohol nicht beeinflusst (65). Die Halbwertszeit liegt bei
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0,3 - 1,0 Stunden (69). Die Elimination der GHB folgt einer nicht-linearen,
dosisabhangigen Kinetik, der Konzentrationsabfall pro Zeiteinheit ist nicht konstant
aber proportional zur gerade vorherrschenden Plasmakonzentration (67, 68).
Weiterhin unterscheiden sich pharmakokinetische Eigenschaften der Substanz nicht
zwischen Gesunden, Narkoleptikern oder alkoholabhangigen Patienten mit
Lebererkrankungen (66-68). Es konnte aber gezeigt werden, dass die gleichzeitige
Aufnahme Valproinsaure-haltiger Arzneimittel zu einer Inhibition des Enzyms GHB-
Dehydrogenase fuhrt und hdhere Blut- und Urinkonzentrationen an GHB hervorrufen
kann (71).

GBL und BD werden im Korper zu GHB metabolisiert bzw. werden bereits vor der
Aufnahme in GHB umgewandelt, entweder durch die Dealer oder die Konsumenten

selbst. Nur GHB wird in Deutschland im Betaubungsmittelgesetz aufgefuhrt.

Fur GBL und BD sind weniger humane Ausscheidungsversuche publiziert. GBL zeigt
potentiell einen hoéheren intestinalen Flux nach oraler Administration und einen
schnelleren Wirkeintritt. Guidotti et al. konnten hdhere GHB-Konzentrationen im
Rattenhirn zeigen, wenn statt GHB GBL verabreicht wurde (72). Lettieri et al. zeigten,
dass orales GBL viel schneller als orales GHB absorbiert wird. Dadurch unterliegt es
weniger einem first-pass Metabolismus und héhere Plasmakonzentrationen an GHB
werden erreicht (73). Schrock et al (74) untersuchten die GHB-Kinetik nach der oralen
Aufnahme von 1,5 mL GBL. Unter der Annahme, dass das GBL komplett zu GHB
metabolisiert wird, entspricht diese Menge G
GHB-KonzentrationenimSer um wur den 20 Mi nuten nach Aufn
und 106 mg/ L bei 25P8t uadeaeanpnacBcAanhndhme w:
Konzentrationen im Serum bereits unter die Nachweisgrenze (1 mg/L) gefallen. Im Urin
wurden die maximalen Konzentrationen 1-2 Stunden nach Aufnahme gemessen
(140 mg/ L und 120Stunder iajen dieNGdB-Konz&ntrationen unter

die Nachweisgrenze ( 1 magefallei.

Der neutral aliphatische Alkohol BD ist weniger polar als die korrespondierende
Carbonsaure GHB, weshalb die gastrointestinale Absorption von BD schneller verlauft.
Thai et al. (75) verabreichten eine orale Einfachdosis BD (25 mg/kg Korpergewicht) an
8 Freiwillige. BD wurde schnell absorbiert und eliminiert (tmax= 24 £ 12 min;
Eliminationshalbwertszeit 39+£11 min). BD wurde extensiv in GHB umgewandelt,
mittlere maximale Plasmakonzentrationen an GHB lagen bei 45.6 + 19.7 mg/L und

wurden 39.4 £ 11.2 min nach BD-Aufnahme erreicht. Die GHB-Halbwertszeit lag bei
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32.3 £ 6.6 Minuten. Tmax fir GHB war ein wenig kirzer als bei einer vergleichbaren
Studie nach Aufnahme von 50 mg Xyrem®/kg Kérpergewicht (57.2 + 12.5 Minuten). In
Proben, welche 180 Minuten nach der Aufnahme von BD genommen wurden, waren
die GHB-Plasmakonzentrationen bereits unter den 4 mg/L Cut-off in Serum gefallen
(75). In einem Einzelfall lag die Zeit bis zur maximalen GHB-Plasmakonzentration nach
intravenodser BD-Aufnahme bei 2 Minuten (76). Die Plasma-Konzentration-Zeit-Kinetik
fur GHB nach intravendser BD-Gabe war vergleichbar mit der nach intravendser Gabe
derselben Dosis GHB. Der in-vivo Metabolismus von BD ist dem des Ethanols ahnlich.
Die zweistufige Umwandlung von BD in GHB verlauft via der hepatischen
Alkoholdehydrogenase (zu Gamma-hydroxybutyraldehyd) und der
Aldehyddehydrogenase (77, 78). So wird der Metabolismus von BD kompetitiv durch
Ethanol blockiert (78).

1.5 (Pré&)Analytik von GHB und ihren Precursor und Stabilitat in Blut und
Urin

Es ist wichtig, die Stabilitat von GHB bei der Interpretation analytischer Ergebnisse
miteinzubeziehen. Blutproben, welche mit Natriumfluorid (NaF) stabilisiert wurden (n =
27 Lebende), wurden gelagert und auf GHB untersucht. Langzeitstabilitat konnte tUber
einen Zeitraum von 7 Jahren demonstriert werden, die Abweichung von der
ursprunglichen Konzentration lag zwischen -32.4 % und 21.0 % (79). Auch in
Plasmaproben ohne Stabilisierung konnte Stabilitat gezeigt werden. Plasmaproben
wurden Uber 9 Monate bei -20°C gelagert und innerhalb dieses Zeitraums monatlich
dreifach gemessen. Die Stabilitait bei Raumtemperatur war lediglich Uber einen
Zeitraum von 48 Stunden gegeben (maximale Abweichung 11%) (80). Dies erlaubt die
Moglichkeit eines Posttransfers der Probe zwischen Polizeistation und analytischem
Labor. Drei Einfrier- und Auftau-Zyklen hatten ebenfalls keinen Einfluss auf
gemessene Konzentrationen (maximale Abweichung 11 %) (80). Jones et al. (81)
untersuchten die Stabilitat von 50 Vollblutproben von Fahrzeugfuhrern, die bei 4°C flr
bis zu 1 Jahr gelagert worden waren. Stabilitat von Blut-GHB-Konzentrationen bei 4°C
war fur bis zu 6 Monate gegeben. Berankova et al (82) untersuchten die Stabilitat von
GHB in Blut und Urin mit oder ohne Zusatz von Natriumfluorid (1 % wi/v) bei 4 und i
20°C fur bis zu 8 Monate. Ante mortem Proben zeigten keine signifikante GHB-
Veranderung, wahrend post mortem Proben einen erheblichen GHB-Anstieg zeigten
(siehe Kapitel post mortem).



Allerdings ergaben weitere Studien vor Kurzem ebenfalls Hinweise auf Instabilitat von
GHB in ante mortem Proben. Busardo et al. (83) untersuchten die Stabilitat bei -20°C,
4°C und 20°C. Blutproben zeigten eine Verringerung der GHB-Konzentrationen < 10
% lediglich nach 3 Lagerungstagen bei 7 20°C und bei +4°C (bei +20°C gelagerte
Blutproben zeigten eine mittlere Abnahme von 10,4 %). Nach 4 Wochen Lagerungszeit
konnte bei allen Lagerungstemperaturen eine Abnahme > 20 % festgestellt werden.
Ante mortem Urinproben zeigten eine Abnahme der GHB-Konzentrationen > 10 %
schon 3 Tage nach Lagerungsbeginn unabhangig von der Lagerungstemperatur. Nach
4 Wochen Lagerung lag die mittlere Abnahme bei allen Lagerungstemperaturen > 25
%. Busardo et al. empfahlen daher zur Vermeidung von Verlust an GHB-
Konzentrationen durch Lagerung die GHB-Analytik in Blut und Urin innerhalb von 3
Tagen nach Probennahme (83). Weiterhin kdnnte der Probentyp Einfluss auf die GHB-
Konzentration haben: LeBeau et al. (31) vermuteten, dass die Konzentration an GHB

durch Citrat-Puffer erhoht sein kdnnte.

Bei GHB handelt es sich um ein kleines Molekil, welches aus 4 Kohlenstoffatomen
besteht und eine mittelstarke bis starke Saure mit einem pKa von 4,72 darstellt (69).
Daher stellt die chemische Stabilitat von GHB abhéngig vom pH einen wichtigen Punkt
dar. Bei pH-Werten < 4.72 entsteht aus GHB das Lacton GBL durch Veresterung unter
Elimination von Wasser. Infolgedessen ist wahrend der Probenvorbereitung und
innerhalb des finalen Extrakts auf einen neutralen bis basischen pH zu achten, da
GBL, welches bei niedrigem pH aus GHB gebildet werden kann, die GHB-Ergebnisse
verfalschen kann. Um die Bildung von GBL in biologischem Material mit pH < 4.7 zu
verhindern, kénnen diese fur ca. 30 Minuten bei pH 14 alkalisiert werden, sodass das
gebildete GBL in GHB zurtickverwandelt wird (84).

1.6 Metabolite

1.6.1 Phase 1 Metaboliten (Organische Sauren als Metaboliten)

Einige organische Sauren wurden als Teil des GHB-Metabolismus beschrieben. Nur
ein geringer Teil intraventses oder intraperitoneales [1-14C]- und [4-14C]-GHB wurde
in Ratten und Katzen zu SA metabolisiert (85, 86). Aus diesen Ergebnissen schlugen
Walkenstein und Mitarbeiter (85) e i n e-oxidafiven Signalweg vor. Moéhler et al.

konnten dann zeigen, dass nach intravendser Gabe von [1-14C]-GHB im Gehirn GHB

Uber Succinatoxidi er t wi rd und -Oxidiering (87). Des schiossreire b
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b1 Oxidierung in anderen Organen allerdings nicht aus, und Lee et al. konnten dann
zeigen, dass 3,4-OH-BAei n | nt e r Atxidierumg vordGHB dabstellt (88). Lee
et al. gaben ebenfalls 1g GBL an 4 gesunde Patienten, was zu einer Erh6hung der
Urinkonzentrationen an 3,4-OH-BA (und GA) fuhrte. 4-Hydroxy-3-oxobutyrat wurde als
ein weiteres Zwischenprodukt vorgeschlagen. In Tabelle 3 sind die Strukturformeln der

in dieser Arbeit untersuchten GHB related acids aufgelistet.

Substanz Strukturformel
Glykolsaure

o
HO\/H\
OH

Bernsteinsaure O
0
2,4-Dihydroxybutterséure T
HO
\-\\,//P\\J\D“
OH
3,4-Dihydroxybuttersaure OH 0

Tabelle3: Chemisch&trukturen vorGHB related acids

Wie bereits zuvor beschrieben, fuhrt ein Mangel des Enzyms SSADH (Succinic
Semialdehyde Dehydrogenase Deficiency (SSADHD) zu erhdohten GHB-
Konzentrationen in Urin und weiteren Korperflissigkeiten (41, 42). Shinka et al. (89)
und Brown et al. (90) erhielten Urinproben von einem (89) bzw. drei (90) Patienten, die
unter dieser Erkrankung litten. Bei diesen Patienten konnte eine erhdhte Exkretion von
3,4-OH-BA, 4-Hydroxy-3-oxobutyrat (91), aber ebenso von GA, ein weiteres Produkt
d e r -Oxidierung von 3,4-OH-BA, gezeigt wer den. Met abol i ten, we
Oxidierung von GHB anzeigen (2,4-OH-BA) wurden bei diesen Patienten ebenfalls
nachgewiesen, aber in einem geringeren Ausmalf (90). Die Oxidierung von 2,4-OH-
BA zur 2-oxo-Saure und die oxidative Decarboxylierung fuhrt zu 3-
Hydroxypropionsaure, die ebenfalls manchmal in Urinproben gefunden wurde (90).
Eine auRergewdhnlich hohe Konzentration der Adipinsdure wurde ebenfalls bei diesen
Patienten festgestellt, konnte aber nicht mit dem GHB-Metabolismus
zusammengebracht werden. Shinka et al. fanden aul3erdem zusatzlich 4,5-

Dihydroxyhexansaure (89).
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Diese organischen Sauren konnten potentiell auch analytische Targets in
Humanproben nach Aufnahme von GHB sein. Palomino et al. (92) suchten nach
Metaboliten nach GHB Konsum mittels eines Metabolomics Ansatzes mit NMR
Spektroskopie. Es konnte gezeigt werden, dass die Konzentrationen von GA und SA
1 Stunde nach der Aufnahme anstiegen. 12 Freiwillige hatten 25 mg GHB/kg
Korpergewicht aufgenommen. Wahrend die GHB- und SA-Konzentrationen schnell
wieder auf endogene Konzentrationen absanken (beim Zeitpunkt 6 Stunden nach
Aufnahme), was jedoch nicht genauer quantifiziert wurde, konnte bzgl. der Glykolat-
Konzentrationen sogar noch 24 Stunden nach Aufnahme ein geringer Unterschied zu

endogenen Konzentrationen festgemacht werden.

Im Rahmen der Studie von Steuer et al. an 20 Freiwilligen wurden Urinproben 4,5
Stunden nach GHB- Aufnahme untersucht, um maogliche neue Marker mit Hilfe einer
nicht zielgerichteten hochauflésend massenspektrometrischen Analyse (MS-QTOF)
zu identifizieren. Es wurden drei neue GHB-Konjugate identifiziert, ndmlich GHB-
Carnitin, GHB-Glutamat und GHB-Glycin. Dartber hinaus wurden signifikante

Anderungen der Konzentrationen von Glykolat und Succinylcarnitin beobachtet (93).

1.6.2 Phase 2 Metaboliten

2013 wurde das GHB-b-O-glucuronid zum ersten Mal beschrieben, die
Glucuronidierung von GHB findet in Hydroxy-Position statt. Petersen et al. hatten die
Anwesenheit des Glucuronids in Urinproben gezeigt (n = 50; Konzentrationen
zwischen < LoQ (0,1 mg/L) und 5,0 pg/mL; Mittelwert 1,3 pg/mL) (94). Wang et al. (2)
wiesen das GHB-Glucuronid auch in Haarproben nach. Petersen et al. machten
ebenfalls nasschemische Stabilitatsexperimente (95): ein Puffersystem wurde genutzt,
welches den normalen pH-Wert des Urins imitieren sollte (pH = 4,6 - 8). Die genutzten
Temperaturen lagen zwischen 18 und 90 °C. GHB-b-O-glucuronid war stabil Gber die
gesamte Bandbreite der Temperaturen. Aul3erdem wurde eine wassrige Losung des
GHB-b-O-glucuronids (10 mg/L) unter stark alkalische (3M NaOH) oder saure (4M
HCIl) Bedingungen gebracht, danach einer 15-minitigen Autoklavbehandlung
unterzogen. GHB-b-O-glucuronid war unter alkalischen Bedingungen stabil, allerdings
unter sauren Bedingungen instabil. Hanisch et al. (96) beschrieben danach das GHB-

4-Sulfat in Urinproben.
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In Studien von Mehling et al. und Piper et al. wurden GHB-Phase-II-Metaboliten wie
GHB-Gluc und GHB-Sulf untersucht. Plasma- und Urinproben von Patienten (n = 3),
die therapeutisch Natriumoxybat (GHB-Natriumsalz) einnahmen, wurden vor und zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der Einnahme entnommen. Allgemein zeigten die
GHB-Gluc-Konzentrationen keinen zeitabhangigen Anstieg nach GHB-Aufnahme im
Serum und Urin. Die GHB-Gluc-Konzentrationen von 2 der 3 Patienten lagen im
Bereich der Kontrollgruppe. Fur den dritten Patienten zeigte sich, dass die GHB-Gluc-
Konzentrationen im Urin und Plasma oberhalb der maximalen Konzentration der
Kontrollgruppe lagen. Jedoch lag die GHB-Gluc-Konzentration von diesem Patienten

bereits vor der GHB-Verabreichung tiber dem Hochstwert der Kontrollgruppe.

Aufgrund der Feststellung einer gro3en interindividuellen Variabilitat der
Konzentrationen in der Referenzpopulation war auch GHB-4-Sulfat selbst nicht
geeignet, die Nachweiszeiten fur GHB-Anwendungen zu verlangern, selbst wenn
Werte mit korrigierter spezifischer Dichte verwendet wurden. So weisen weder GHB-
Gluc noch GHB-Sulf Charakteristika auf, welche sie als einen geeigneten Marker

verwenden lieBen, um eine GHB-Aufnahme nachweisen zu kdnnen (97, 98).

1.7 Toxikologie

Tier- und Humantoxizitatsstudien zeigen, dass die Toxizitat von GHB von der Dosis,
dem Verabreichungsweg und der individuellen Vertraglichkeit gegentiber GHB
abhangig ist (4, 99). Tabelle 3 fasst die Wirkungen von GHB in Abhéngigkeit von der

verabreichten Dosis zusammen.

Aufgrund der geringen Kosten von GHB im Vergleich zu vielen anderen Freizeitdrogen
wechseln Jugendliche, die mit Ubermaligem Alkoholkonsum beginnen, auf die
Einnahme von GHB um, da die berauschende Wirkung in mancher Hinsicht ahnlich

ist, einschlieRlich Hemmungsverlust, Euphorie usw. (32).

In Missbrauchsféllen ist die Dosis von GHB ungewiss und sie wird h&ufig zusammen
mit anderen Substanzen konsumiert. Dies kann die Interpretation der Ergebnisse von
GHB erschweren. Die GHB-Toxizitat wird durch Alkohol, Opioide, Barbiturate oder
Benzodiazepine verstarkt, wodurch die Auswirkungen auf die Atemwege und das

Zentralnervensystem verstérkt werden (99-102).
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Die Wirkungen von GHB treten 15 bis 30 Minuten nach der Einnahme auf und der
Konzentrationspeak wird ungefahr 60 Minuten nach der Einnahme erreicht (4, 103-
105). Ihre Halbwertszeit entspricht etwa 30 Minuten (105), was eine geschatzte Dauer
der Wirkung einer Dosis darstellt, die 4 bis 6 Stunden nicht Uberschreitet (4, 50).

Die GHB-Konzentration im Gehirn erreicht in etwa 30 Minuten ein Gleichgewicht mit
den Konzentrationen in anderen Geweben, wobei das GHB die Plazentaschranke mit
einer ahnlichen Geschwindigkeit wie die Blut-Hirn-Schranke Uberschreitet. Im
Gegensatz dazu weist die Verteilung in der Cerebrospinalfliissigkeit passive
Diffusionseigenschaften auf, da die Verzdgerungszeit zum Erreichen des
Gleichgewichts unvergleichlich langer ist (5 Minuten im Plasma, 10 Minuten im Gehirn,
170 Minuten in Cerebrospinalflissigkeit) (4).

Eine chronische Exposition gegentber GHB kann zu kérperlicher Abhangigkeit fihren,
insbesondere bei Menschen mit psychiatrischen Erkrankungen oder Drogenkonsum
in der Vorgeschichte (100).

Einzeldosis Effekt

05-15g¢g Zunehmende Euphorie, soziale Offnung, Beeintrachtigung der
Motorik, anxiolytischen Effekt

15-25¢g Libidosteigerung, Stimmungsaufhellung und
Antriebssteigerung

>25¢g Ubelkeit, Schwindel, Bradykardie, Somnolenz,
Bewusstlosigkeit, Amnesie

>4q Atemdepression, Koma (vor allem gefahrlich bei Mischkonsum
mit anderen Drogen)

Tabelled (106, 107) Dosis Wirkungsbeziehung von GHB

1.8 GHB post mortem

Die postmortale Bestimmung einer GHB-Aufnahme stellt sich als sehr schwierig dar,
da postmortal ein Konzentrationsanstieg endogener GHB-Konzentrationen berichtet
wurde. Zahlreiche Griunde fur diesen Konzentrationsanstieg wurden bereits diskutiert.
Moriya und Hashimoto (108) lagerten Blutproben von 43 Obduktionen, bei denen eine
GHB-Exposition ausgeschlossen werden konnte, mit und ohne Zugabe eines
Stabilisators (Natriumfluorid) bei unterschiedlichen Lagerungstemperaturen (4°C und
-20 °C) und fanden heraus, dass eine grofl3e Menge an endogenem GHB im Koérper
eher zwischen Todeszeitpunkt und Obduktion als wahrend der Probenlagerung

gebildet wurde. Weitere Hypothesen nannten die erhdohte Glykolyse durch
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Bakterienbefall, die Bildung von GABA aus dem biogenen Amin Putrescin oder das
endogene 1,4-Butandiol im Rattenhirn als Quelle (109, 110). Erhtéhte GHB-
Konzentrationen kdnnen auch durch eine erniedrigte Aktivitat des Zitronensaurezyklus
entstehen (111). Roth et al. aul3erten die Hypothese, dass die Synthese von neuem
GHB in sauerstofffreiem Gewebe stattfindet (112).

Der Stabilisator Natriumfluorid (NaF) kann wahrend der Lagerung die postmortale
Bildung von GHB reduzieren (82, 113). Berankova et al. untersuchten die GHB-
Produktion sowohl in Proben von lebenden Individuen als auch in postmortalen Serum-
und Urinproben. Uber einen Zeitraum von 8 Monaten wurden die Proben bei -20 °C
oder bei 4 °C mit und ohne Stabilisator NaF gelagert. Es konnte gezeigt werden, dass
die GHB-Konzentrationen in Serumproben von lebenden Individuen nicht den in dieser
Publikation herangezogenen endogenen Wert von < 4 mg/L Uberschritten. Keine
wesentlichen GHB-Konzentrationen wurden Uber diese Zeit der Lagerung in den
Proben zusatzlich gebildet (82). Die Untersuchungen in postmortalen Proben zeigten,
dass Urinproben weniger empfindlich bzgl. der GHB-Produktion gegenuiber den
Femoralvenenblutproben sind. In gekihlten Blutproben, besonders ohne Zusatz des
Stabilisators NaF, konnte zunéchst ein Anstieg der GHB-Konzentration beobachtet
werden, bis zu dem Zeitpunkt, an dem die Degradation von GHB lberwog. Diese
Beobachtungen untermauern die Vorstellung, dass der Anstieg der GHB-
Konzentration in postmortalen Proben einer mikrobiellen Produktion zugrunde liegt
(82).

Uber die Stabilitit von GHB in postmortalen Proben gibt es zahlreiche Studien.
Marinetti et al. zeigten in einer wiederholten Analyse von Blut- und Urinproben eines
GHB positiven Falls, dass nach einer Lagerung von insgesamt 30 Monaten (Lagerung:
2 Monate bei 4 °C, 28 Monate bei -15 °C) die GHB-Konzentrationen stabil blieben,
sobald die Probe in einem Kuhlschrank gelagert wurden (84). Fjeld et al. bestimmten
die GHB-Konzentrationen in Proben aus Femoralvenenblut mit Zugabe von NaF,
welche 7 Jahre lang bei -20 °C gelagert wurden. Hierbei wichen die GHB-
Konzentration bis max.
+ 40 % vom urspringlichen Wert ab und waren insgesamt unter diesen Bedingungen
sehr stabil (79). Busardo et al. bestatigten diese Beobachtungen Uber die GHB-
Konzentrationen in Blut- und Urinproben ohne Stabilisator Gber einen Zeitraum von 4
Wochen unter unterschiedlichen Lagerungsbedingungen (Raumtemperatur, 4 °C, -20
°C) (83). Keine signifikanten Unterschiede zeigte auch GHB in Femoralvenenblut- und

Herzblutproben bei einer Lagerungstemperatur von -20 °C Uber 24 Monate (114).
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Endogene Konzentrationen von GHB nach dem Todeseintritt wurden von einigen
Arbeitsgruppen beschrieben. Andresen et al. zeigten endogene
Konzentrationsbereiche von GHB in Femoralvenenblut (n = 61; < 0.6 - 28,7 mg/L),
Herzblut (n = 56, < 0,6 - 65,3 mg/L), Glaskdrperflussigkeit (n = 54, < 0,6 - 39,0 mg/L),
Cerebrospinalflissigkeit (n = 52, < 0,6 i 24,0 mg/L) und Urin (n = 56, < 0,6 - 25,1
mg/L). Eine GHB-Exposition wurde bei allen biologischen Proben ausgeschlossen
(114). Ahnliche GHB-Konzentrationen (n = 189) bestimmten auch Thomsen et al. in
Femoralvenenblut (4,8 T 45,4 mg/L) und Gehirngewebe (nicht detektiert-9,8 mg/kg).
Sie empfahlen einen Cut-off-Wert von 10 mg/kg fur GHB in Hirngewebe (115). Wenn
die Proben kurz nach der Obduktion auf GHB analysiert oder direkt bei -20 °C gelagert
wurden, sind die aktuell empfohlenen Cut-off-Werte 30 mg/L bei Femoralvenenblut,
Urin  und Cerebrospinalflissigkeit (114), 50 mg/L bei Herzblut und
Glaskadrperflussigkeit (116). Gleichzeitig ist die Sensitivitat und Spezifitat dieser Cut-
offs in keinem Fall 100 %, sodass bei alleiniger Heranziehung dieser Grenzwerte
immer mit Fehldiagnosen gerechnet werden muss.

Kintz et al. haben - um die Genauigkeit eines vorgeschlagenen postmortalen Blut-Cut-
offs von 50 mg/l zu Uberprifen - 71 Autopsie-Falle von Probanden, bei denen der Tod
durch eine GHB-Einnahme ausgeschlossen werden konnte, getestet. In 14 Fallen
wurde eine Konzentration > 50 mg/l im Herzblut beobachtet, dies wurde als
postmortale Bildung angesehen. Um diese Kontamination zu unterscheiden, wurden
Femoralvenenblut, Galle oder/und Glaskdrper untersucht. Die folgenden Ergebnisse
wurden erhalten: Herzblut (557 409 mg/L) vs. Galle (6,117 238 mg/L) in sieben Fallen;
Herzblut (51 i 409 mg/L) vs. Femoralvenenblut (17 i 44 mg/L) in funf Fallen und
Herzblut (51 7 409 mg/L) vs. Glaskorper (3,9 T 2 mg/L) in sechs Fallen. Es hat sich
gezeigt, dass die Gallenflissigkeit nicht die Voraussetzungen fir eine valide
Diskriminierung zeigte und dass das Femoralvenenblut und vor allem der Glaskorper
von besonderem Interesse sein kann. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine erhéhte (>
50 mg/L) postmortale GHB-Blutkonzentration nicht allein die GHB-exposition
untermauern kann und dass es wesentlich ist, in einem Fall mehrere Asservate zu
untersuchen, einschliel3lich des peripheren Blutes und des Glaskorpers (116).
Metaboliten der GHB wurden postmortal in der Literatur noch nicht quantifiziert.
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1.9 Weitere Ansatze zum (langeren) Nachweis von GHB

1.9.1 Isotopenverhaltnis-Massenspektrometrie

Eine Moglichkeit, zwischen endogener Substanz und exogener Aufnahme derselben
Substanz zu unterscheiden, bietet die Isotopenverhéaltnis-Massenspektrometrie (IRMS
= isotope ratio mass spectrometry). Routinemafdig wird z.B. in der Dopinganalytik das
Isotopenverhaltnis 13C/*2C genutzt, um zwischen der exogenen Aufnahme von
anabolen Steroiden (Testosteron, Dihydrotestosteron, Dehydroepiandrsteron) und
endogenen Steroiden zu unterscheiden. Das Isotopenverhéltnis (IR) synthetischer

Steroidhormone, welche aus pflanzlichen Precurser isoliert und modifiziert wurden,

unterscheidet sich signifikant (G3C Werte > N 1&4) von den i m

synthetisierten Hormonen (117, 118).

Das Potential von Gas Chromatography/Verbrennung/IRMS (GC-C-IRMS) fur den
Nachweis exogenen GBLs wurde zunachst durch Marclay et al. (119) gezeigt: Sie
zeigten eine hohe Wiederholbarkeit von U'C Messungen von GBL-haltigen
Asservaten und eine groRe Bandbreite an G*3C-Werten (-23.1 bis-4 5 . 8vor@1P GBL
Lots von unterschiedlichen Chemikalienherstellern aus verschiedenen Landern (119).
Saudan et al. 2005 (120) wiesen auf Anderungen im IR nach intramolekularer
Veresterung von GHB in GBL hin. Die 3C/*?C Verhaltnisse von synthetischem GHB
von verschiedenen Chemikalienherstellern bewegte sich zwischen -38.6 und-4 5 . 5
die 13C/*?C Verhaltnisse von GHB in beschlagnahmten Material (n = 5) lag zwischen -

34.5 und -45.8 & . Die 3C/*2C Verhéltnisse von GHB in einzelnen Urinproben nach

o

a,

Aufnahme von GHB lagen zwischen -32.1und-4 2 . 1 &, w2 hr emelch&r i npr c

lediglich den endogenen Gehalt an GHB aufwiesen (< 10 mg/L) zwischen -23.5 und -
2 7. 0 lagen. Es habe aber zwei Proben gegeben, welche trotz einer GHB-
Konzentration < 10 mg/L im Urin mittels IRMS als positiv auf GHB gewertet worden
waren. Marclay et al. (121) wandten ihre Methodik auf sechs Freiwillige an und
sammelten acht Urinproben 6 - 8 Stunden nach der Aufnahme einer Natriumoxybat-

Losung (Xyrem®, 30 mg/kg Korpergewicht). Ein sehr enges Fenster an U'3C Werten

wurde detektiert, von T124.81a bCi(mitlere@®BC06a, W

= 124.99a) i n pbieBgebniese Yos it edat. keigen, dass GC/C/IRMS
sich als geeignete Methode zur Unterscheidung von exogenem und endogenem GHB
erwiesen hat. Dennoch konnte aufgrund seiner schnellen Elimination die GHB-
Aufnahme in dieser Studie nicht langer als 4 Stunden mit GC/C/IRMS eindeutig

nachgewiesen werden (122).
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1.9.2 Molekulargenetische Untersuchungen

Larson et al. untersuchten, ob die Injektion von 1g GHB/kg Kdorpergewicht bei Mausen
einen Einfluss auf die Genexpression hat (123). Nach Injektion dieser hohen Dosis
wurden die Gene PEA-15, welches in zahlreichen Geweben exprimiert wird und viele
Zellfunktionen reguliert (124) und EREG, welches in der Plazenta exprimiert wird und
zur Biosynthese von Epiregulin (125), einem Mitglied der epidermal growth factor i
Familie, fuhrt, signifikant mehr exprimiert als bei Kontrollmausen. Dieser Anstieg
konnte bis zu 96 Stunden nach der Injektion beobachtet werden. Daneben zeigte eine
Poster Prasentation durch Abdullah und Ellis Ergebnisse von Expressions-Arrays.
Nach einer Einfachdosis GHB auf humane monocytische leukamische Zellen (THP-1)
konnten signifikante Veranderungen in der Expression von 584 Genen beobachtet
werden. Die Expression dieser Gene konnte in Humanmaterial noch nicht gezeigt
werden (126).

Gene, welche direkt in den Metabolismus von GHB involviert sind, sind ALDH5A1,
welches fur die Succinatsemialdehyd-dehydrogenase kodiert (127) und AKR7A2,
welches fir die Succinatsemialdehyd-Reduktase kodiert (41). In einer genetischen
Studie von Mehling et al. wurde zur Identifizierung potenzieller Biomarker fur den
Nachweis der GHB-Aufnahme in menschlichen peripheren Blutproben untersucht, ob
sich die Expression von ALDH5A1-, AKR7A2-, EREG- und PEA15-Genen, die an
GHB-Stoffwechselwegen beteiligt sind oder durch GHB-Aufnahme erhdht werden,
andert. Die Ergebnisse zeigten jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen der

Fall- und der Kontrollgruppe.

1.9.3 Analyse von GHB und GBL in alkoholischen Getranken

Es kann eine Transveresterung von GBL und Ethanol oder Methanol in alkoholischen
Getranken vonstattengehen, sodass GHB-Ethyl- oder GHB-Methylester aus GBL und
Ethanol/Methanol entstehen. Bei Zugabe von GHB zu alkoholischen Getréanken
passiert dies nicht. Dies héngt ebenfalls vom pH-Wert und der Alkoholquelle ab.
Hennesy et al. beobachteten, dass die besten Bedingungen fir eine Bildung der Ester
aus GBL pH < 3 und ein Ethanolgehalt > 9 % darstellen. In Weinen, die aufgrund des
Herstellungsprozesses  natirlicherweise GBL  enthielten, konnte  eine
Transveresterung nicht festgestellt werden (128). Hennessy et al. konnten weiterhin

zeigen, dass die Umwandlung von GBL nach Zugabe von GHB in alkoholische
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Getranke sehr langsam vonstattengeht (der hochste Wert an gebildetem GHB (30 %
aus GBL) wurde 30 Tage nach Lagerungsbeginn in Bacardi Cola oder Vodka Cola
erreicht) (128). In humanen Proben wurden diese Ester bislang nicht beschrieben.

Kiting et al. suchten nach einem alternativen Weg, um eine exogene GHB/GBL-
Administration durch  Nachweis von Methyl- und Ethyl-4-hydroxybutyrat
nachzuweisen, die in alkoholischen Losungen nach Spiken mit GHB/GBL entstehen
konnten. Die Ergebnisse zeigten natirlich vorkommendes Ethyl-4-hydroxybutyrat
(E4HB) in alkoholischen Getréanken, hauptsachlich in Weinproben. Die Aufnahme von
ca. 1,5 mg E4HB (natirlich in einem Rotwein enthalten) in einem freiwilligen
Aufnahmeexperiment, fihrte nicht zu einem Nachweis von E4HB in Blutserum und
Urin (129).

Elliott et al. zeigten natiurliche Vorkommen von GHB und GBL in denjenigen
Getranken, deren Herstellung eine Fermentierung von wei3en und roten Trauben
beinhaltet. Kein GHB oder GBL wurde in anderen Getranken wie Bier, Saften, Likoren
oder Spirituosen detektiert. GHB wurde z.B. in Wermut (8.2 mg/L), Sherry (9.7 mg/L),
Rotwein (4.1 7 21.4 mg/L) und WeiBwein (< 3 7 9.6 mg/L) und GBL in Portwein
(detektiert aber nicht quantifiziert, LOD = 5 mg/L) gefunden. Die Anwesenheit von
GHB/GBL schien nicht durch den Alkoholgehalt oder den pH-Wert des Getranks
beeinflusst zu sein (130). Tonic Water und Tonic Water Zitrone enthielten ebenfalls
geringe Mengen GHB (0.089 - 0.145 mg/L) (131). Collison et al. (132) zeigten ahnliche
Ergebnisse wie Elliott mit GHB-Konzentrationen in Rotwein (2 - 23 mg/L) und
WeilRwein (0,65 - 9,5 mg/L), in Essig (0,83 - 11,2 mg/L), Sojasauce (2,7 - 18,1 mg/L),
Likéren (< 0,25 - 4,2 mg/L), nicht destillierten Drinks (1,88 - 6,6 mg/mL), Bier (< 0,25 -
2,1 mg/L) und Kaffee (0,5 - 2,0 mg/L). In destillierten Alkoholika und einigen Saften
war kein GHB nachweisbar. Grundsatzlich sind Konzentrationen in diesen Getranken
allerdings sehr gering verglichen mit den Dosen, die in Fallen von drug facilitated

crimes gegeben werden mussten, um eine Symptomatik hervorzurufen.

1.9.4 Nachweis von GHB (und dessen Metaboliten) im Haar

Wenn aufgrund einer verspéateten Strafanzeige die Analyse in gewdhnlich

untersuchten biologischen Proben wie Blut und Urin keine Aussicht mehr auf einen

positiven Nachweis verspricht, stellt normalerweise die Analyse einer Haarprobe eine

nutzliche Alternative dar. Haarproben kdnnen zwar keine Aussage daruber treffen, ob
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ein Individuum zur Tatzeit unter dem Einfluss stand oder den genauen Zeitrahmen
eingrenzen, gleichwohl ist aber ein qualitativer Nachweis einer Substanz im Haar
moglich. Das monatliche Haarwachstum betragt ungeféhr 0,7 - 1,4 cm. So kann bei 1
cm-Segmentierung von Haarstrangen der entsprechende Konsum in diesem Monat
untersucht werden. Um den Haarabschnitt zur Tatzeit zu erfassen, muss das
drogenhaltige Segment aus der Kopfhaut austreten. Dies geschieht erst 7 - 14 Tage
nach dem Konsum (133).

Ferrara et al. untersuchten endogene GHB-Konzentrationen im Haar. Sie zeigten 0,53
+ 0,2 ng GHB/mg Haar und zeigten keine Unterschiede beziglich Geschlecht und
Haarfarbe (134). Innerhalb eines Kollektivs von Kintz et al. streuten die endogenen
Konzentrationen stark: 0,5 - 12 ng/mg (135). Die individuellen GHB-Konzentrationen
entlang des Haarstrangs zeigten sich im Gegensatz zu denen des Kollektivs als sehr
konstant. Goulle et al. (136) bestimmten endogene GHB-Konzentrationen (0,35 - 1,54
ng/mg) und bestatigten, dass die GHB-Konzentrationen in Haaren von der Haarfarbe
unabhangig sind. Vaiano et al. (137) demonstrierten anhand eines Probenkollektivs
von weiblichen (n = 75) und mannlichen (n = 75) Testpersonen (GHB: 0.28 - 2.84
ng/mg), dass die GHB-Konzentrationen in Haaren von weiblichen Individuen
signifikant geringer sind als die von ménnlichen, besonders wenn diese unter 30 Jahre
alt sind. Dies konnte daran liegen, dass sich junge Frauen haufiger die Haare farben
als Manner. Haarbehandlungen wie Bleichen kénnen die Substanzkonzentrationen im
Haar verandern (138). Wie genau sich GHB-Konzentrationen durch Féarben oder

Bleichen ver&ndern kdnnen, geht aus der Literatur nicht hervor.

Bei anderen forensisch relevanten Substanzen werden normalerweise eher die
lipophileren Muttersubstanzen im Haar eingelagert (139). Doch auch das GHB-Gluc
ist in Haarproben nachweisbar. Wang et al. zeigten endogene GHB-Konzentrationen
<1,0 ng/mg und endogene GHB-Gluc-Konzentrationen von < 1.2 ng/mg. Bei zwei
regelmaRigen GHB-Konsumenten war GHB stark erhdht (461 7 591 ng/mg), wahrend
GHB-Gluc in einem der Patienten leicht erhéht war (1.7 7 3.1 ng/mg), im anderen aber
unter der LoQ lag (2). Busardo et al. zeigten GHB- und GHB-Gluc-
Haarkonzentrationen bei einem mit GHB behandelten Narkoleptiker (70). Die GHB-
Konzentrationen in den ersten 6 Segmenten, in welchen der Patient GHB erhalten
hatte (7,3 - 9,2 ng/mg) lagen signifikant héher (p < 0,001) als in den zuvor
gewachsenen Segmenten (0,8 - 2,8 ng/mg). Die GHB-Gluc-Konzentrationen (0,3 - 0,8
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ng/mg) im Haar zeigten keinen Anstieg in den Segmenten, welche zu den Zeitpunkten

gewachsen waren, als der Patient unter GHB-Therapie stand.

Sowohl Busardo et al. als auch Kintz et al. zeigten, dass schon eine einmalige GHB-
Aufnahme im Haar nachgewiesen werden kann (70, 135-139). Dennoch wird
empfohlen Haaranalysen vor Gericht nur als einen erganzenden Beweis zu bewerten,
weil GHB als endogene Substanz im Haar immer nachgewiesen wird und aufgrund
des endogenen breiten Konzentrationsbereichs kein eindeutiger Cut-off-Wert in
Haaren festgelegt werden kann. Derzeit gibt es einige Ansatze um eine mogliche GHB-
Aufnahme im Haar zu identifizieren (Richtlinien des United Nations Office of Drugs and
Crime (UNODC), Ansatz nach Bertol et al. und Hypothese von Kintz ) (140-142).

1.10Analytik

Die Analyse von GHB in verschiedenen biologischen Matrices (84, 108, 143) wurde
beschrieben. Es wurden Methoden beschrieben, die eine Flussig-Fllssig-Extraktion
(62, 105, 144-146), Festphasenextraktion (SPE) (113, 147, 148) und Festphasen-
Mikroextraktion (SPME) (147, 149) beinhalten konnen.

Nach der Extraktion kann eine Analyse mit Screening-Methoden wie kolorimetrisch
(150), enzymatisch (151), elektrophoretisch (152-154) und massenspektrometrisch
(direkte Analyse in Echtzeit AccuTOF-DART) (155) oder die Identifizierung und
eindeutige Bestimmung von Substanzen wie chromatographische Methoden und

Kernspinresonanzspektroskopie (156) durchgefihrt werden.

Die am haufigsten angewandte Methodik zum Nachweis von GHB stellt die Analyse
mittels Kopplung von Chromatographie und Massenspektrometrie dar. In der Literatur
wurden analytische Methoden zur Analyse von GHB mittels Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (GC-MS) und Flissigkeitschromatographie-Tandem-
Massenspektrometrie (LCMS/MS) beschrieben (57, 60, 157-159).

Da GHB ein kleines, polares und thermisch instabiles Molekl ist, muss es zur Analyse
durch GC-MS in GBL (unpolarer) umgewandelt oder derivatisiert werden,

beispielsweise mit Trimethylsilylderivaten, die weniger polar sind.
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Abbildung3: Reaktion der Derivatisierung von GHB.

1.10.1 GCMS
Die bis heute gebrauchlichste instrumentelle Methode zur Bestimmung von GHB,
hauptsachlich in Urin- und Vollblutproben, ist die GC-MS mit einem einfachen

Quadrupoldetektor.

Ein Substanzgemisch bzw. Extrakt wird nach Injektion verdampft und Utber eine
Kapillarsaule mittels der mobilen Phase (inertes Gas, z.B. Helium) transportiert. Durch
Verteilung zwischen mobiler und stationarer Phase (z.B. Dimethylpolysiloxan) erfolgt
die Trennung. Die Verdampfbarkeit der Substanzen ist unabdingbar fur die Analyse
mittels GC. Im Zweifelsfall kann dies durch vorhergehende Derivatisierung erreicht
werden. Die Saule befindet sich in einem Ofen, der auf verschiedene
Temperaturprogramme eingestellt werden kann. Die eluierenden Substanzen

gelangen am Ende der Saule an den Detektor (160).

Grundsatzlich besteht der Ablauf der Massenspektrometrie aus drei Vorgangen: die
lonisation der Moleklle einschliel3lich einer eventuellen Fragmentierung, eine
Massen-Fokussierung und die Registrierung im Massenspektrum. Das bedeutet, dass
aus dem Zerfall eines ionisierten Molekuls unterschiedliche strukturspezifische
Fragmente resultieren, die nach ihrem Masse/ Ladungsverhaltnis (m/z) in einem

elektromagnetischen Feld gespalten und im Spektrum registriert werden.

Bei der Elektronensto3ionisation (EI) wird das Molekul im Gaszustand mit Energie
(Ublich sind 70 eV) beschossen, es kommt zu einer lonenbildung und einer oft
ausgepragten Fragmentierung. Der lonenstrahl wird zum Quadrupol-Analysator
befbrdert, wo er in Langsrichtung zwischen vier parallel angeordnete Metallstdbe
geleitet wird. An diesen Metallstédben wird ein elektromagnetisches Feld angelegt. Die
Bahn der lonen hangt bei einer gegebenen Spannung von ihrer Masse ab; nur Teilchen

mit einer bestimmten Masse kénnen passieren. Bei Veranderung der Spannung, kann
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die nachsthohere Masse den Austrittspalt erreichen (160). Die Aufzeichnung im

Massenspektrum erfolgt daraufhin.
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2 Zielsetzung der Dissertation

GHB-Vergiftungsfalle werden haufig aufgrund folgender Merkmale unterdiagnostiziert.
Zum einen weist die Substanz eine sehr kurze Halbwertszeit und schnellen
Metabolismus auf, wodurch es nur sehr kurz in géngigen forensischen
Korperflissigkeiten nachgewiesen werden kann. Zum anderen liegt GHB in allen
Untersuchungsmaterialien endogen vor und in der Unterscheidung von endogenen
Konzentrationen und Konzentrationen, welche auf eine exogene Gabe hindeuten,
besteht eine weitere Schwierigkeit. Ein weiteres Problem ergibt sich aus der Tatsache,
dass die GHB-Konzentrationen nach dem Todeszeitpunkt im Blut und Urin weiter
ansteigen konnen und dadurch die Unterscheidung von endogenen Werten und
exogener Konzentrationen, die sich aus der Aufnahme ergeben, schwer zu

interpretieren sind.

Das Hauptziel dieser Dissertation ist es, die Mdoglichkeiten der Analytik auf SA, GA,
2,4-OH-BA und 3,4-OH-BA in Patientenmaterial ante mortem als auch in postmortalen
Korperflissigkeiten sowohl im Hinblick auf eine sicherere Diagnose einer GHB-
Aufnahme als auch im Hinblick auf ein potentiell langeres Nachweisfenster im

Vergleich zur GHB-Analytik selbst zu tUberprifen.
Weitere Unterziele sind:

1- Die Entwicklung und Validierung einer einfachen und prazisen Methode mittels
GC-MS, die zur exakten Bestimmung von GHB und GHB-
Stoffwechselprodukten (SA, GA, 2,4-OH-BA und 3,4-OH-BA) in biologischen

Matrices geeignet ist.

2- Die Bestimmung von endogenen Konzentrationsbereichen dieser Substanzen

in ante mortem Blut und Urin und postmortalem Femoralvenenblut und Urin.

3- Die Uberprufung der Pharmakokinetik der Substanzen und des
Nachweisfensters nach kontrollierter Aufnahme von GHB. Dazu stehen Blut-
und Urinproben von Patienten zur Verfigung, welche therapeutisch GHB im

Rahmen ihrer Narkolepsie-Erkrankung erhalten.

4- Die Analyse dieser GHB related acids in Blut- und Urinproben Lebender und die

Beurteilung, ob diese Substanzen auch geeignete Biomarker darstellen
24



kénnen. Zu diesem Zweck werden GHB-positive Proben und Falle mit Verdacht
auf drogenbedingte Straftaten und negative GHB-Ergebnisse aus

routinemaliigen Fallarbeiten auf GHB related acids getestet.
Die Uberprifung, ob die Bestimmung der Konzentrationen dieser GHB related

acids in post mortem Oberschenkelvenenblut und Urin bei der Interpretation der
Todesursache hinsichtlich einer GHB-Intoxikation hilfreich sein kdnnte.
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3 Phase | metabolites (organic acids) of gamma-hydroxybutyric
acidi validated quantification using GCi MS and description of
endogenous concentration ranges

3.1 Einleitung

In  klinischen Labors werden GHB-Metaboliten bereits zur Diagnose von
Erbkrankheiten wie Fumarase-Mangel, Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase-
Mangel (SA) oder primarer Hyperoxalurie Typ 1l (GA) eingesetzt. Insgesamt wurden
ca. 50 Erkrankungen beschrieben, bei denen ein vererbter Einzelenzymdefekt eine
hohe Konzentration an sauren Stoffwechselprodukten im Blut oder Urin verursacht.
Aber auch bei Ethylenglykolvergiftungen kann die Bestimmung von GA einen Wert
haben. Derzeit werden die GHB related acids in Blut- und Urinproben in forensischen
Labors nicht quantitativ bestimmt und somit wurden noch keine endogenen
Konzentrationen in der Literatur beschrieben, weshalb auch die Einstellung des

Kalibrierbereiches der zu validierenden Methodik schwierig war.

Ziel der vorliegenden Studie war es, den Nachweis dieser Metaboliten (GA, SA, 2,4-
OH-BA und 3,4-OH-BA) in biologischen Proben zu ermdéglichen und mit Hilfe des
Kalibrierbereichs einen moglichst grof3en Anteil der endogenen Konzentrationen mit
ausreichender Sensitivitdit zu erfassen. Daher ist eine Routinemethode zur
Quantifizierung von GHB und seinen Isomeren 2-Hydroxybutyrat, 3-Hydroxybutyrat
und 3-Hydroxyisobutyrat sowie von organischen Sauren im GHB-Stoffwechsel (GA,
SA, 2,4-OH-BA und 3,4-OH-BA) mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie
(GC-MS) im single ion monitoring Modus (SIM) mit einer optimierten und einfachen
Derivatisierung mit MSTFA entwickelt und nach den GTFCh Richtlinien validiert
worden. Die Linearitdt und Sensitivitdt der Methode wurden in Wasser getestet.
Selektivitat und Spezifitat, Genauigkeit, Prazision und Stabilitat der Analyten wurden
sowohl im Serum als auch im Urin bewertet. Jedoch wurden auch GHB-Isomere (2-
Hydroxybutyrat, 3-Hydroxybutyrat und 3-Hydroxyisobutyrat) in das Verfahren

einbezogen, um eine chromatographische Trennung der Isomere von GHB zu zeigen.

Es wurden mit Hilfe dieser Methode authentische Serum- (n=101) und Urinproben
(n=132) aus einer gemischten Population (Serum: 55 Manner, 46 Frauen und Urin: 77

Manner, 55 Frauen) ausgewertet.

26



Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden als Forschungsartikel im Journal Drug Testing
and Analysis unter dem Titel APhase | metabolitgssor gani ¢ aci ds) of gamn
acidi validated quantification using G@®1S and description of endogenous concentration

rangesi veroffentlicht.
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Abstract

Gamma-hydroxybutyric acid (GHB) is a sedative drug used in drug-facilitated crimes.
25pecial Laboratory, Medical Care Centers o 5 o - q o
Eor i P A e i Its detection window is very short. GHB undergoes intensive phase | metabolism to
organic acids (glycolic acid, succinic acid, dihydroxybutyric acids). These could be
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potential analytical targets to broaden the detection window. The aim of the present
study was to enable the detection of endogenous levels of these metabolites
in biological samples (blood and urine). A gas chromatographic-mass spectrometric
method using liquid-liquid extraction and derivatization with N-methyl-N-tri-
methylsilyltrifluoracetamide was developed for the quantification. Validation results
were consistent with international guidelines, and the method was able to quantify
endogenous levels of the substances in both urine and blood. Endogenous
concentrations were shown to be <0.03-4.92 mg/L for glycolic acid, <0.03-
1.28 mg/L for GHB, <0.28-18.1 mg/L for succinic acid, <0.12-1.38 mg/L for
2,4-dihydroxybutyric acid, and <0.13-2.59 mg/L for 3,4-dihydroxybutyric acid in
serum samples of 101 volunteers. Urinary endogenous concentrations were shown
to be 1.30-400 mg/L for glycolic acid, <0.03-1.94 mg/L for GHB, 1.17-2.73 mg/L
for succinic acid, 0.72-26.2 mg/L for 2,4-dihydroxybutyric acid, and 1.88-122 mg/L
for 3,4-dihydroxybutyric acid in urine samples of 132 volunteers. These endogenous
concentrations represent a basis to which concentrations after the intake of GHB

can be compared to in order to prove the intake of this substance.

KEYWORDS
detection window, dihydroxybutyric acid, endogenous concentrations, gamma-hydroxybutyric
acid, gas chromatography-mass spectrometry

1 | INTRODUCTION

acid; so far, its natural function has not been fully elucidated.®* GHB
is a central nervous system depressant capable of producing heavy

Gamma-hydroxybutyric acid (GHB), a low-molecular-weight substance,
is a short-chain fatty acid that is naturally found in most mammalian
species.? GHB is an endogenous substance produced through the
degradation of the inhibitory neurotransmitter gamma-aminobutyric

sedative effects.*™®
GHB was used as an anesthetic in the early 1960s,”® but its
application was stopped because of its adverse effects.” It is also

used to treat alcoholism and opiate withdrawal syndrome.'®! It is
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