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Kurzzusammenfassung

Gamma-Hydroxybuttersaure (GHB) steht aufgrund ihres endogenen Vorkommens im
menschlichen Korper und zugleich sedierender Eigenschaften bei gewollter oder ungewollter
Aufnahme seit langem im Fokus wissenschaftlicher Forschungsarbeiten. Die Abgrenzung
zwischen moglichen endogenen GHB-Konzentrationen und denjenigen, die nach (einmaliger)

Aufnahme von GHB im Haar nachweisbar wéren, ist dabei von besonderem Interesse.

In der vorliegenden Arbeit wurden Extraktionsverfahren und analytische LC-MS/MS-Methoden
fur den Nachweis von GHB und den GHB-Metaboliten Glycolsaure, 2,4-Dihydroxybuttersaure
(2,4-DHB), 3,4-Dihydroxybuttersaure (3,4-DHB) und GHB-4-Sulfat (GHB-Sulf) aus der Matrix
Haar entwickelt. Nach der Validierung der Methoden wurden Haarproben von Personen ohne
bekannte GHB-Aufnahme vermessen, um fir jede Substanz einen endogenen
Referenzbereich zu definieren. AnschlieBend wurden Proben von Personen nach einmaliger

oder regelmagiger Aufnahme von GHB untersucht.

Die GHB-Konzentrationen von 928 Haarproben von Personen ohne GHB-Aufnahme lagen
dabei zwischen < 0,1 und 6,3 ng/mg. Lediglich 29 Proben enthielten Konzentrationen Uber
3,0 ng/mg. Im Gegensatz dazu ergaben zwischen zwei und acht Jahre gelagerte Haarproben
signifikant hohere GHB-Konzentrationen von 1,5 bis 130 ng/mg. Dabei lagen die
Konzentrationen von 48 der 52 vermessenen Segmente oberhalb von 3,0 ng/mg. Die
Lagerung scheint einen grof3eren Einfluss auf die GHB-Konzentrationen im Haar zu haben als
die aufgenommene Menge GHB. So lagen von 136 untersuchten Haarsegmenten nach
taglicher Aufnahme von 3 bis 9 g GHB nur 25 der bestimmten Konzentrationen oberhalb von
3,0 ng/mg und nur drei Konzentrationen lagen auf3erhalb des zuvor ermittelten endogenen
Referenzbereichs. Es konnte nur ein sehr schwacher Zusammenhang zwischen
eingenommener GHB-Menge und der ermittelten GHB-Konzentration im Haar festgestellt
werden. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnte auch in den Haarproben nach
einmaliger Aufnahme von GHB kein Anstieg der GHB-Konzentration beobachtet werden. Alle
Konzentrationen lagen im unteren Bereich des zuvor ermittelten endogenen

Referenzbereichs.

Fur die vier untersuchten GHB-Metaboliten konnten folgende endogene Referenzbereiche (mit
Ausreil3ern) ermittelt werden: Glycolsdure 0,39 — 11 (24) ng/mg, GHB-Sulf <0,40 — 1,7
(12) ng/mg, 3,4-DHB < 0,10 - 0,63 (4,7) ng/mg und 2,4-DHB < 0,20 — 0,45 (0,65) ng/mg. Im
Gegensatz zu den ermittelten GHB-Konzentrationen in Haarproben von Personen nach
regelmafiger GHB-Aufnahme, konnte in jeder Haarstrdhne im Durchschnitt mindestens ein
Metabolit als erh6ht, also oberhalb des endogenen Referenzbereichs, nachgewiesen werden.
In vier der elf Haarstrdhnen lagen sogar alle vier Metaboliten oberhalb des jeweiligen

endogenen Referenzbereichs. Jedoch konnte auch hier kein statistisch signifikanter



Zusammenhang zwischen eingenommener GHB-Dosis und den gemessenen
Konzentrationen ermittelt werden. Die nach einmaliger Aufnahme von GHB untersuchten
Haarsegmente enthielten zum Teil ebenfalls erhohte Konzentrationen der jeweiligen
Metaboliten. Bei den Segmenten handelte es sich jedoch nicht in jedem Fall um die Segmente,
die bei einem Haarwachstum von 1cm/Monat erwartungsgemald die erhohten

Konzentrationen aufweisen mussten.

Im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich, dass die externe Zufuhr von GHB nicht grundséatzlich zu
einer erhbhten GHB-Konzentration im Haar fuhrt. Die alleinige Bestimmung der GHB-
Konzentration im Haar vermag daher vermutlich nicht eine eindeutige Entscheidung bei der
Frage einer moglichen Aufnahme von GHB zu liefern. Folglich ist mit den hier entwickelten
Verfahren eine rechtssichere Analytik auch in Zukunft nicht mdglich. In Kombination mit einem
Nachweis einer oder mehrerer erhdhter Metaboliten-Konzentrationen scheint eine bessere

Einschatzung moglich.



Abstract

Gamma-Hydroxybutyrate (GHB) has been subject of scientific research due to its endogenous
occurrence in humans and at the same time sedating effect after exogenous uptake, whether
intentional or not. Of particular interest in this context is the distinction between possible
endogenous GHB-concentrations and those that were in hair after a (single) exogenous

uptake.

In the present study, methods of extraction and quantification by LC-MS/MS for GHB and its
metabolites glycolic acid, 2,4-dihydroxybutanoic acid (2,4-DHB), 3,4-dihydroxybutanoic acid
(3,4-DHB) and 4-(sulfooxy)butanoic acid (GHB-sulf) were established. After validation of those
methods, hair samples of persons without known exogenous GHB uptake were analysed to
define an endogenous reference range for each substance. Subsequently hair samples were
analysed after single or regular uptake of GHB.

GHB-concentrations of 928 hair samples from persons without known uptake of GHB were
between < 0.1 and 6.3 ng/mg. Only 29 samples showed concentrations higher than 3.0 ng/mg.
Interestingly, hair samples that were stored for two to eight years showed significantly higher
GHB-concentrations between 1.5 and 130 ng/mg, with 48 of 52 analysed segments showing
concentrations above 3.0 ng/mg. Thus, storing seems to have a greater effect on the observed
GHB-concentration than the quantity of GHB taken. In accordance with that, of 136 analysed
hair samples of persons with a daily uptake of 3 to 9 g GHB, only 25 of the measured
concentrations were above 3.0 ng/mg and only three outside of the prior defined endogenous
reference range. The association between the quantity of exogenous GHB-uptake and the
observed GHB-concentration in hair was found to be very weak. In agreement with those
results, no raise in GHB-concentration was observed in hair samples after a single uptake of
GHB. All concentrations were in the lower range of the prior defined endogenous reference

range.

Regarding the four analysed GHB-metabolites, the following endogenous reference ranges
(including outliers) were defined: glycolic acid 0.39 — 11 (24) ng/mg, GHB-sulf <0.40 — 1.7
(12) ng/mg, 3,4-DHB < 0.10 — 0.63 (4.7) ng/mg and 2,4-DHB < 0.20 — 0.45 (0.65) ng/mg. In
hair samples from persons with regular uptake of GHB, at least one metabolite was found to
be elevated (i.e., above the prior defined endogenous reference range) in the average of each
hair strand, in contrast to the observed GHB-concentrations. In four of eleven hair strands even
all four metabolites were above their endogenous reference range. Nevertheless, no
statistically significant association between the quantity of GHB-uptake and the observed
concentration in hair was found. Hair strands examined after a single GHB-uptake partially

showed elevated concentrations of GHB-metabolites. The elevated segments, however, were



Y

not in each case those one would expect assuming the average hair growth rate of

1 cm/month.

In the present study, it was shown that the exogenous uptake of GHB does not necessarily
result in an elevated GHB-concentration in hair. Thus, the sole quantification of GHB will most
likely not allow a clear decision whether or not GHB has been taken up exogenously. Thus,
the here developed analytical methods do not yield legal certainty. However, in combination
with the detection of one or more elevated GHB-metabolite concentrations, a better evaluation

of this issue seems possible.
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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Gamma-Hydroxybuttersaure — vom Medikament zur Droge

Gamma-Hydroxybuttersdure (GHB) ist eine endogen im Kdrper vorkommende Substanz, die
daruber hinaus seit Jahren im Spannungsfeld zwischen medizinischer Nutzung und illegalem
Gebrauch als Droge existiert. 1874 wurde GHB vom Chemiker Alexander Saytzew erstmals
im Rahmen seiner Grundlagenforschung zu Fettsduren aus Succinylchlorid synthetisiert.["l Als
Reinstoff liegt GHB bei Raumtemperatur als ein farbloses Pulver mit einem leicht salzigen
Geschmack vor. Physiologisch betrachtet ist GHB eine endogene kurzkettige Fettsdure und
ein naturliches Analogon zum wichtigen Neurotransmitter Gamma-Aminobuttersdure (GABA),
der 1950 im zentralen Nervensystem entdeckt wurde.?5 Man geht heute davon aus, dass
GHB im menschlichen Korper aus GABA gebildet wird. Dabei wird GABA durch
Transaminierung zum Succinat-Semialdehyd umgewandelt und anschliefend zu GHB
reduziert.®® GHB kommt unter anderem im zentralen Nervensystem (Hippocampus,
Hypothalamus und Cerebellum) vor,” dort wurde sie 1963 entdeckt.®! Seit den 1960er Jahren
befasst sich die Forschung intensiv mit der Substanz GHB und ihren Eigenschaften. Auf der
Suche nach einem GABA Analogon, welches die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden kann,
erforschte Laborit 1964 das Natriumsalz der GHB, Natrium 4-Hydroxybutyrat.”®’ Die damals
durchgeflihrten Versuche lielken erahnen, welches Potential GHB fir die Medizin haben
koénnte. In den folgenden Jahren wurden diese Anwendungsgebiete weiter erforscht. Dabei
wurde zu Beginn vor allem aufgrund der sedierenden Eigenschaft, ohne das Herz-Kreislauf-
System zu destabilisieren, eine Verwendung als Anasthetikum bei Kindern erprobt.*-'l Die
haufig beobachteten Nebenwirkungen, wie Erbrechen und mehr oder weniger starke
epileptische Anfalle, fihrten jedoch dazu, dass diese Anwendung wieder an Bedeutung
verlor.'>4 Seijt 1970 wird GHB jedoch, ebenfalls dank seiner sedierenden Wirkung und der
damit verbundenen Linderung von Krankheitssymptomen, erfolgreich zur Behandlung von
Narkolepsie eingesetzt.['>'8 Im gleichen Jahrzehnt wurde propagiert, dass GHB das Potential
besale, die Wirkung von Steroiden und die Freisetzung von Wachstumshormonen zu steigern.
Dies fuhrte dazu, dass die Substanz von Bodybuildern zur Unterstitzung beim Muskelaufbau
eingenommen wurde, obwohl diese Wirkung wissenschaftlich nicht bestatigt werden
konnte.[7-20]

In jungerer Vergangenheit wurde GHB ahnlich den Benzodiazepinen im Alkoholentzug
eingesetzt, nachdem beobachtet wurde, dass die Verabreichung der Vorlaufersubstanz
Gamma-Butyrolacton (GBL) das Verlangen nach Alkohol reduziert.?'-21 AuRerdem wurde
GHB in Verbindung mit dem Opiatentzug,?!! der Neuroprotektion bei zerebraler Ischamie !
und zur Gewichtskontrolle ! eingesetzt. Alle Anwendungen hatten trotz des zunachst
vermuteten Potentials nur maRigen Erfolg. Eine Ausnahme bleibt die erfolgreiche medizinische

Anwendung zur Behandlung von Narkolepsie.26-%"]
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Wahrend immer weiter an der medizinischen Nutzung von GHB geforscht wurde, gelangte die
Substanz mehr und mehr in den Fokus des Gebrauchs als Droge und wurde, neben illegalen
Anwendungen als muskelmassensteigerndes, gewichtsreduzierendes oder
schlafinduzierendes Hilfsmittel, immer mehr zur Freizeitdroge. Das hohe Missbrauchspotential
als Party- oder Freizeitdroge beruht auf der euphorisierenden und enthemmenden Wirkung
von GHB. Zum ersten Mal bekannt wurde der illegale Gebrauch zum Zwecke der
Euphorisierung 1990 in den USA. Dabei kam es zu mehreren Berichten Uber epileptische
Anfalle und Bewusstlosigkeit im Zusammenhang mit einer gewiinschten berauschenden
Wirkung von GHB.[?>%8 Seitdem ist der Gebrauch als Freizeitdroge erheblich angestiegen und
die Droge GHB wird auf sogenannten rave Partys zum Beispiel unter den Namen Liquid
Ecstasy, Liquid, Liquid E, Liquid X, Fantasy, Gamma, Soap, Georgia Home Boy, Scoop, Cherry
Meth, Blue Nitro oder einfach G beworben und angeboten.?%! Seit 2000 ist GHB daher in den
USA eine durch die Drug Enforcement Administration (DEA) kontrollierte Substanz der
Anlage | (Substanzen ohne genehmigten medizinischen Nutzen und hohem
Missbrauchspotential) und damit gleichgesetzt mit anderen “harten® Drogen wie LSD, Ecstasy
oder Heroin. Als durch die Food and Drug Administration (FDA) genehmigte Substanz finden
GHB-haltige Praparate, wie zum Beispiel Xyrem®, allerdings auch in den USA als Substanz
der Anlage Ill medizinischen Nutzen.”® In Deutschland unterliegt die Substanz seit 2002
ebenfalls dem Betadubungsmittelgesetz (BtMG) nach Anlage Il und gehdrt somit zu den
verkehrsfahigen und verschreibungsfahigen Stoffen. Je nach Dosis kénnen bei GHB sehr
unterschiedliche Effekte eintreten. So wurde GHB trotz der Regulierung durch das BtMG
aufgrund ihrer einfachen Darreichungsform und des bei hohen Dosierungen schnell
eintretenden sedierenden Effekts, als sogenannte Knock-out-Tropfen (K.o.-Tropfen) zu einer
der bekanntesten Substanzen in Zusammenhang mit Sexualdelikten.%3" Diese Assoziation
scheint jedoch zunéchst irrefihrend, wenn man die im Zusammenhang mit Sexualstraftaten
nachgewiesenen Substanzen genauer betrachtet.®? So hat eine Studie von Anderson et al.
2017, die Studienergebnisse aus Nordamerika, Kanada, Australien, England und Frankreich
zusammenfasst, gezeigt, dass nur in maximal 3 % der erfassten Falle GHB nachgewiesen
werden konnte.® Auch andere Studien aus den Jahren 1999 bis 2001 aus den USA kamen
zu dem Ergebnis, dass lediglich 3 % bis 4,4 % der Sexualdelikte nachweisbar im
Zusammenhang mit GHB standen.B'®234 Aufgrund der kurzen Nachweisbarkeitsdauer der
Substanz ist jedoch von einer hohen Dunkelziffer in Studien dieser Art auszugehen, da
Substanzen mit sehr kurzer Halbwertszeit, wie GHB, mit denen einer deutlich langeren

Halbwertszeit verglichen werden.
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1.2 (Bio-) Synthese
1.2.1 Biosynthese

GHB, auch 4-Hydroxybuttersaure ist eine Hydroxycarbonsaure, die im menschlichen zentralen
Nervensystem, im Blut, im Urin und im Gewebe sowie in vielen weiteren Organen aber auch
in anderen Organismen und in Friichten oder Wein in kleinen Mengen vorkommt.?!
Bessman et al. postulierten 1963 GHB als Metaboliten im Gehirn, der aus GABA durch
Transaminierung entsteht und konnten im gleichen Zuge auch dessen Existenz im Gehirn von
Ratten, Tauben und auch Menschen nachweisen.!®!

Die Biosynthese (Abbildung 1) verlauft dabei zunachst Uber die Decarboxylierung von
Glutaminsaure mittels Glutamat-Decarboxylase (GAD) zur GABA *5 und anschliefend lber
die Umsetzung der Aminosaure durch die GABA-Transaminase (GABA-T) zum Succinat-
Semialdehyd (SSA). Durch Reduktion uUber das Enzym Succinat-Semialdehyd-Reduktase
(SSAR) wird schlieRlich GHB synthetisiert.?53¢1 Dabei fungieren NADPH und NADH als

Cofaktoren.3]

O (@]
O O
GAD GABA-T
HO OH — > M NH, — > )WO
HO HO
NH,
Glutaminsaure GABA SSA
O O
AR
)WO > > MOH
HO N HO
SSA NADPH/ NADP*/ GHB

NADH NAD*

Abbildung 1: Der Biosyntheseweg von GHB ausgehend von Glutaminsaure.

1.2.2 Industrielle Synthese

Kommerziell ist GHB vor allem in Form von Natrium- oder Kaliumsalzen erhéltlich, die wasser-
und alkoholldslich sind. Die Salze sind farblos und geruchsneutral mit einem leicht salzigen
Geschmack. Das erste Mal synthetisch hergestellt und dokumentiert wurde GHB von
Alexander Saytsew 1874.1 Damals gelang ihm Uber die reduktive Zyklisierung von
Succinylchlorid mit Natriumamalgam die Synthese von GBL. Das wiederum hydrolysiert mit
Barium- und Natriumhydroxid zu einem der GHB-Salze. Der Syntheseweg ist in Abbildung 2
dargestellt.
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Q o NaOH
Na(Hg), Et,0 Ba(OH), Na* © Baz* o)
Cl 2 2
—> —> S OH * H
Cl AcOH iﬁo H,0 OJJ\/\/ @OJJ\/\/O
0 80 °C )
Succinyl- GBL Natrium- und Bariumsalze der GHB
chlorid

Abbildung 2: Die GHB-Synthese tber GBL von Alexander Saytsew.

Das unter dem Namen Xyrem® medizinisch genutzte Natriumsalz von GHB wird heute meist
noch auf einem sehr ahnlichen Weg hergestellt. Fir die gro3technische Synthese hat es sich
etabliert, die Herstellung von GBL und dessen Umwandlung zu GHB in zwei Prozesse zu
trennen. Dabei wird GHB durch hydrolytische Spaltung der Esterbindung aus GBL gewonnen.
In Ethanol oder Wasser wird unter Warmezufuhr mittels einer Base, meist Natriumhydroxid,
die Esterbindung des Laktons in eine Hydroxycarbonsaure gespalten. Die von Jazz
Pharmaceuticals und weiteren Unternehmen patentierte Synthese von GHB-Salzen ist in
Abbildung 3 gezeigt.*839

Na* O Ca?* O
NaOH, Ca(OH),, Mg(CH), ©
= 2
g o "ol 1
+ OH

Natrium-, Calcium- und Magnesiumsalze der GHB

Abbildung 3: Patentierte Synthesen der GHB-Salze ausgehend von GBL.

Die Ausgangssubstanz dieser Synthese, GBL, wird beispielsweise bei der BASF industriell in
einem separaten Verfahren hergestellt, indem Kohlenstoffmonoxid und Acetylen mittels eines

Rhodium-Katalysators unter hohem Druck zyklisiert werden, wie in Abbildung 4 dargestelit."!

1) Rh(CO),acac 0]
_ Et,N/H,O, 240 atm

CO + HC=CH > 0
2) H,, 200 °C, 197 atm

Acetylen 1,4-Dioxan GBL

Abbildung 4: Industrielle Synthese der Vorlaufersubstanz GBL.
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1.2.3 lllegale Herstellung

Im Internet ist eine Vielzahl an detaillierten Vorschriften fir die GHB-Herstellung in der eigenen
Kuche zu finden. Dabei geht man, wenn moglich, wie in der kommerziellen Synthese, von der
verhaltnismaBig einfach zu beschaffenden Vorlaufersubstanz GBL aus. GBL ist zum Beispiel
in Reinigungs- und LOsungsmitteln enthalten und unterliegt nicht dem BtMG. Da die
Umsetzung von GBL zu GHB keine besonders aufwendigen Bedingungen erfordert, ist fur die
Reaktion zum Beispiel lediglich ein Topf, destilliertes Wasser und etwas Natriumhydroxid
notig.*" Eine Fulle an weiteren Synthesewegen findet man zum Beispiel auf der heute nur
noch archiviert erreichbaren Seite des ehemaligen Forums The Hive.[*?

GBL zahlt seit kurzer Zeit in einigen Landern ebenfalls zu den kontrollierten Substanzen mit
hohem Missbrauchspotential. In diesem Fall ist fur die illegale Herstellung von GHB zunachst
die Herstellung von GBL nétig. Die industriell genutzte Syntheseroute ist fir die meisten
Untergrundlabore ungeeignet, da hierflr einerseits ein sehr hoher Druck wahrend der Reaktion
noétig ist und andererseits der verwendete Rhodium-Katalysator schwierig zu beschaffen ist.
Eine einfache GHB-Syntheseroute flhrt dann Uber die Herstellung von GBL mittels der
Oxidation von Tetrahydrofuran (THF) mit Calciumhypochlorid und anschlieRender Hydrolyse
zu GHB beziehungsweise Salzen der GHB.*3 Als Oxidationsmittel kdnnen auch eine Vielzahl
verschiedener Peroxide und Ubergangsmetallkomplexe eingesetzt werden.*! Die gute
Verfugbarkeit der Syntheseedukte macht diese Route wesentlich unauffalliger, da weniger

Regularien zu beachten sind.

@)
C Ca(oCl), NaOH Na“ O
o — %> —
ACN o H,0 @O)J\/\/OH
80 °C _
THF GBL Natriumsalz der GHB

Abbildung 5: lllegale Herstellung von GHB-Salzen Uber die Synthese von GBL aus THF.

1.3 Pharmakologie

Im folgenden Abschnitt werden sowohl pharmakodynamische als auch pharmakokinetische
Eigenschaften der Substanz GHB erlautert. Der Metabolismus von GHB wird dabei in einem
eigenen Kapitel (1.4) behandelt, da er fur die vorliegende Arbeit eine entscheidende Rolle
spielt.

Fir GHB wird eine Wirkung als Neurotransmitter im GABA-System des zentralen
Nervensystems postuliert. Dies beruht insbesondere auf den Erkenntnissen der endogenen
Synthese durch spezifische Enzyme und der damit verbundenen heterogenen Verteilung im

Gehirn sowie auf der Wechselwirkung mit spezifischen Rezeptoren im zentralen
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Nervensystem.['245471 Obwohl die Fahigkeit, die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden zu kénnen,
ungewohnlich fiir einen Neurotransmitter ist,*>4¢ (iberwiegen mittlerweile die gewonnenen
Erkenntnisse, die fur diese Funktion sprechen. So ist die Substanz zum Beispiel an
unterschiedlichen Stellen im Gehirn aufgrund der spezifischen Bindung an neuronales
Gewebe unterschiedlich stark konzentriert.*%% Zudem sind die pharmakologischen Effekte
reversibel und koénnen durch Antagonisten unterdriickt werden.®'®? Die genaue
physiologische Funktion von endogener GHB im menschlichen Organismus ist zwar noch nicht
vollstandig geklart, es gibt aber einige Forschungsarbeiten zu den pharmakologischen
Wirkprofilen von endogener und von auf3en zugefihrter GHB und den damit verbundenen

Wechselwirkungen der Substanz mit dem zentralen Nervensystem.

1.3.1 Pharmakodynamik

Die pharmakologische Wirkung auf den Organismus unterscheidet sich neben der
verwendeten Dosis und der dadurch erreichten Blutkonzentration auch abhangig davon, ob
GHB als Einmalgabe oder als Dauermedikation verabreicht wird.

In niedrigen Dosen zwischen 1 und 2 g (etwa 10-30 mg/kg) hat GHB einen angstldsenden,
euphorisierenden, stimmungssteigernden und enthemmenden Effekt. Es kann jedoch auch je
nach Verlauf bei Gaben bis zu 2,5 g zu Benommenheit, Schwindel, Ubelkeit oder Erbrechen
kommen. Héhere Dosierungen von 3 bis 4 g (etwa 30-60 mg/kg) kdnnen unter anderem zu
Bewusstlosigkeit fihren, Gber 4 g (etwa 60—100 mg/kg) sind Atemdepression und Koma ein
potenzielles Risiko.l20%

Pharmakodynamisch beruht die dosisabhdngig dampfende, euphorisierende oder auch
stimulierende Wirkung von GHB auf der Bindungsmaglichkeit von GHB sowohl an GABAg- als
auch an spezifische GHB-Rezeptoren.?**¥ Dabei geht man heute davon aus, dass die
dampfenden Effekte von einer schwachen Interaktion von GHB als Agonist am GABAg-
Rezeptor ausgelost werden, 5571 wohingegen die stimulierende Wirkung durch eine starke
Wechselwirkung am GHB-Rezeptor vermittelt wird."!

GABAg-Rezeptoren haben relativ niedrige Bindungsaffinitaten und werden erst von héheren
GHB-Konzentrationen im millimolaren Bereich aktiviert, also vor allem durch die Aufnahme
von GHB. Werden diese G-Protein gekoppelten Rezeptoren aktiviert, kommt es, genau wie
unter dem Einfluss von GABA, zu einem verringerten Einstrom von Ca?* lonen in die
prasynaptische Zelle und zur Offnung von K* Kandlen in der postsynaptischen Zelle. Die
dadurch ausgeldste Hyperpolarisation der Zellen flhrt zu einer verringerten Ausschattung von
Neurotransmittern und somit zu den dampfenden, alkoholdhnlichen Symptomen wie
Enthemmung, Ataxie oder Schwindel.[2%58-60

Je nach Dosis kann GHB neben dampfenden Effekten auch stimulierend wirken. Diese

zunachst widersprichlich klingenden Effekte beruhen auf der Wechselwirkung mit
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spezifischen GHB-Rezeptoren. Die endogenen oder durch geringe Mengen zugefiuhrte GHB

leicht erhohten GHB-Konzentrationen im nano- bis mikromolaren Bereich aktivieren

Rezeptoren mit hohen Bindungsaffinitadten wie die GABAa- und GHB-Rezeptoren. Glutamat

wird aus der Zelle freigesetzt und fluhrt zu exzitatorischen Symptomen und den damit
verbundenen stimulierenden Effekten.*>*l

Alle genannten Rezeptoren befinden sich im post- und prasynaptischen Bereich des zentralen

Nervensystems im Hippocampus, in der GroB3hirnrinde und der Amygdala des

Gehirns.[12535456] |n Abbildung 6 sind die Wechselwirkungen von GHB an den GABAg-,
GABAA- und den spezifischen GHB-Rezeptoren dargestellt.

Exogenes GHB

°® ..'.o.. Prasynaptisches
020003 -- Neuron

2% NN
L by L ] ANEREN

n \ A
ks LN Glutamat

LY
K ' DurchGHB \
A

. gebildetes

-
- -

Durch GHB
gebildetes
GABA

Exogenes GHB
o:.

Postsynaptisches
Neuron

Abbildung 6: Wechselwirkung von GHB und GABA an den spezifischen GHB-Rezeptoren (GHB-R),

den GABAa-Rezeptoren

(GABAA-R) und den GABAg-Rezeptoren (GABAsg-R)

postsynaptischen Neuron (Abbildung verandert nach Snead et al.l5).

am pra-

und
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Verschiedene altere Studien diskutieren daneben einen eventuellen Einfluss von GHB auf das
dopaminerge, serotonerge, cholinerge und eventuell auch opioide System.[36162 So kdnnte
es zum Beispiel durch GHB zur Regulation der Serotonin und Dopamin Level sowie zur
Ausschittung von Wachstumshormonen und Neurosteroiden kommen.[696183  Die
tatsachlichen Wirkmechanismen von GHB auf die physiologischen Systeme des menschlichen
Kdrpers sind jedoch auch nach jahrelanger Forschung noch nicht abschlieRend geklart. Fest
steht lediglich, dass GHB aufgrund ihres breiten Wirkspektrums medizinisch vielfaltig
angewendet und erprobt wird.

Zusammenfassend besitzt GHB das Potential, je nach Dosis sehr unterschiedliche Effekte
auszuldsen, wobei auch die Aufnahmeform und der eventuelle Mischkonsum mit anderen
dampfenden Substanzen die Art der Wirkung deutlich beeinflussen kann.

Wird GHB in der Medizin zur Schlafinduktion bei Personen, die an Narkolepsie leiden, als
Dauermedikation eingesetzt, kommen tagliche Dosen zwischen 1,4 und 9 g jeweils aufgeteilt
auf zwei Gaben pro Tag in Betracht. Fur Narkosen wurden in der Regel zwischen 2,5und 7 g
verabreicht. Die bei diesen Anwendungen genutzte sedierende Eigenschaft ist auf die
agonistische Wechselwirkung von GHB mit den GABAg-Rezeptoren zuriickzufihren. Dabei
gibt es sowohl die Mdglichkeit der direkten Interaktion von GHB mit dem Rezeptor, als auch
der indirekten, durch GHB vermittelten Bildung von GABA und anschlieRenden
Wechselwirkung mit dem GABAg-Rezeptor.[5%0]

1.3.2 Pharmakokinetik

Aufgrund des endogenen Charakters von GHB ist fur eine analytische Unterscheidung
zwischen endogenen und exogenen Konzentrationen die Etablierung von Referenzwerten in
verschiedenen Matrices noétig. Fur die Definition eines solchen Referenzwerts sind detaillierte
Kenntnisse der Pharmakokinetik von GHB unerlasslich. GHB beginnt bereits wenige Minuten
nach der Aufnahme zu wirken (nach 15 bis 30 min). Die héchsten Plasmakonzentrationen
werden nach etwa 20 bis 45 min erreicht und die Wirkung halt je nach Dosis fur ein bis sechs
Stunden an. Mit einer Halbwertszeit von 20 bis 60 min gehdrt GHB zu den Substanzen, die
bereits nach wenigen Stunden im Blut und auch im Urin nicht mehr nachweisbar sind.['2:6465
Aufgrund der guten Wasserldslichkeit der Substanz liegen die GHB-Konzentrationen bei einer
quantitativen Analyse im Serum hoher als im Vollblut.* GHB verteilt sich im gesamten
Korperwasser und zeigt eine zu vernachlassigende Bindungsaffinitat zu Plasmaproteinen von
unter 1 %.!"? Der Konzentrationsanstieg im Serum folgt dabei keiner linearen Kinetik, wobei
diese auch abhangig von der Dosis ist. Zugleich ist auch der Zusammenhang zwischen Dosis
und Plasmakonzentration nicht linear. So ergibt sich zum Beispiel bei einer Verdopplung der
Dosis von 4,5 auf 9 g eine 2,4- bis 2,9-fache maximale Plasmakonzentration.®® Wie bei

anderen Substanzen auch, verlangsamt sich die Aufnahme ins Blut und der Plasmaspiegel
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bleibt niedriger, wenn GHB mit einer Mahlzeit zusammen aufgenommen wird. Die
Halbwertszeit bleibt davon jedoch unveréandert.’! GHB akkumuliert nicht im Blutplasma und
die Halbwertszeiten bleiben auch bei regelmaBiger Aufnahme von GHB konstant.?”!

Die beiden Vorlaufersubstanzen GBL und 1,4-Butandiol (1,4-BD) werden nach Aufnahme in
den Korper mit einer Halbwertszeit von 1 min in GHB umgewandelt. Wie in Abbildung 7 gezeigt,
wird GBL durch Serum-Lactonasen oxidiert und so in GHB umgewandelt, wahrend 1,4-BD
zunachst durch eine Alkoholdehydrogenase zu Gamma-Hydroxybutyraldehyd und dann durch

eine Aldehyd-Dehydrogenase zu GHB oxidiert wird.[68-70

Alkohol-
dehydrogenase O
OH >
HO/\/\/ > HJJ\/\/OH
1,4-BD Gamma-Hydroxybutyraldehyd
Aldehyd-
Dehydrogenase
O
Lactonase i
0 > O)J\/\/OH
GBL GHB

Abbildung 7: Umwandlung von 1,4-BD und GBL zu GHB innerhalb des Korpers.

Wie bereits zu Beginn dieses Kapitels erwadhnt, ist es eher ungewdhnlich, dass ein
Neurotransmitter die Blut-Hirn-Schranke Uberwindet, hinzu kommen bei GHB die
Eigenschaften einer polaren negativ geladenen Substanz, welche auch fir eine erschwerte
Diffusion durch die Barriere zwischen Blutkreislauf und dem zentralen Nervensystem im
Gehirn spricht. Dennoch liegen mittlerweile Forschungsergebnisse vor, die belegen, dass GHB
durch den Monocarboxylat-Transporter 1 (MCT1) und zu einem wesentlich geringeren Anteil

auch Uber passive Diffusion ins Gehirn gelangt.[’"!

1.3.3 Endogene Konzentrationen

Eines der grundlegenden Ziele der Forschung auf dem Gebiet der GHB-Analytik bestand
schon frih in der Bestimmung endogener Konzentrationen in verschiedenen Matrices wie
Speichel, Blut, Urin und Organen, da es ohne deren Kenntnis nicht méglich ist, externe GHB-
Aufnahmen nachzuweisen. Fieler et al. veroffentlichten 1998 eine Studie, in der in Blut- und
Urinproben von lebenden Personen keine relevanten GHB-Konzentrationen nachgewiesen
werden konnten. Nachdem dies rasch von weiteren Studien widerlegt wurde, geht es

inzwischen unter forensischen Aspekten vorrangig darum, einen Referenzwert fur die
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Abgrenzung zwischen endogenen und potenziell zugefiihrten GHB-Mengen zu finden.!"?

Die erste Studie, die einen gréReren Stichprobenumfang an Blut- und Urinproben zum Zwecke
der Bestimmung eines solchen Referenzwertes untersucht, wurde 2002 von Elian et al.
publiziert. Dort wurden Uber 600 Urin- und Uber 200 Blutproben analysiert. Die gefundenen
Konzentrationen lagen dabei fir Urinproben durchschnittlich bei 3,1 mg/L, jedoch nie Gber
6 mg/L, und fur die gemessenen Blutproben bei durchschnittlich 0,7 mg/L, jedoch nie Uber
2 mg/L. Darauf basierend wurden Cut-off-Werte von 10 mg/L fir Urin und 5 mg/L fir Blut zum
ersten Mal vorgeschlagen.™™ Dem folgten weitere Studien, zumindest in Bezug auf den
Referenzwert fir Urinproben."47%1 Crookes et al. untersuchten 50 Urinproben von Frauen
zwischen 14 und 52 Jahren. Die erhaltenen GHB-Konzentrationen lagen zwischen 0,1 und
1,46 mg/L, woraufhin ein Cut-off-Wert von 5 mg/L empfohlen wurde.l”® Einen angepassten
Vorschlag fir einen Cut-off-Wert im Urin bei Lebenden lieferten Andresen et al. mit 6 mg/L.U"]
Fur Blutproben von Lebenden wurden neben dem Cut-off-Wert von Elian et al. (5 mg/L) weitere
Werte von 10 mg/L "*78 und 4 mg/L I’ oder bei entsprechender Lagerung sogar von 1 mg/L
[l genannt.

Aktuell haben sich Cut-off-Werte von 4 mg/L im Blut und 10 mg/L im Urin etabliert, um

endogene Werte von einer GHB-Aufnahme abzugrenzen.!%-%2

1.4 Metabolismus

Im Gegensatz zu vielen anderen Substanzen besitzt GHB keine aktiven Metaboliten und wird
aufgrund ihrer einfachen Struktur zu ebenfalls strukturell einfachen Metaboliten
verstoffwechselt, die in vielen Korperfunktionen eine tagliche Rolle spielen. Lediglich ein
kleiner Teil, bis maximal 5 %, wird unmetabolisiert Uber die Nieren ausgeschieden, dabei
verlauft die Eliminationskinetik von GHB nach Aufnahme von therapeutischen Dosen
vermutlich nicht linear.[1266.831

GHB wird auf verschiedenen Wegen metabolisiert, sodass sich eine individuelle endogene
Konzentration im Korper einstellt. Aufgrund unterschiedlicher Reaktionskinetiken tragen diese
Metabolismuswege unterschiedlich stark zum Abbau von GHB bei.

Auf zweien dieser Wege verlauft der Metabolismus zunéchst Uber die Oxidation durch das
Enzym GHB-Dehydrogenase zum Succinat-Semialdehyd, wie in Abbildung 8 dargestellt.
Dieses wird, katalysiert durch die SSA-Dehydrogenase, zu Succinat umgewandelt und dann
uber den Citratzyklus zu Kohlenstoffdioxid und Wasser verstoffwechselt.+-28¢ Alternativ konnte
die GABA-Produktion minimal erhdht werden, indem ein kleiner Teil des Succinat-
Semialdehyds durch die GABA-Transaminase zurtick zu GABA umgewandelt wird.*8" Die
Umwandlung zu GABA wird nach heutigem Erkenntnisstand jedoch als minimal betrachtet, da
die GABA-Transaminase eine deutliche Praferenz zur Umwandlung von GABA in SSA hat und

nicht umgekehrt.538]
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: O
GABA-Transaminase
u > AN AN,
O GHB-Dehyd O CABA
-Dehydrogenase
HoP N OH 2 > A0
SSA-Reduktase
GHB SSA
1 i
> OH
SSA-Dehydrogenas HO)W
O
Succinat
CO,+H,0 _
Citratzyklus

Abbildung 8: Metabolismus von GHB uber das Succinat Semialdehyd.

Es existieren bereits seit den 1970er Jahren Hinweise fir weitere mogliche Wege der
Metabolisierung Uber die Alpha- und Beta-Oxidation der Fettsdure GHB, bei denen
verschiedene Hydroxy- und Ketosauren gebildet werden.%8-°1 Unter anderem kommt es
durch Alpha-Oxidation zur Bildung von 2,4-Dihydroxybuttersaure (2,4-DHB) und durch
oxidative Decarboxylierung zur 3-Hydroxypropionsaure. Durch die Beta-Oxidation entstehen
3,4-Dihydroxybuttersaure (3,4-DHB) und Glycolsaure, die als Metaboliten von GHB zum
Beispiel im Urin nachgewiesen werden koénnen.®%%2 Uber den Zwischenschritt der
Glyoxylsaure entsteht bei der Beta-Oxidation anschlieliend Oxalsaure, die Uber den Urin
ausgeschieden wird.

Dieser in Abbildung 9 dargestellte Abbaupfad gewinnt insbesondere dann an Bedeutung, wenn
der Abbau von GHB uber Succinat als Zwischenprodukt eingeschrankt ist. Im Zusammenhang
mit dem Stoffwechsel von GHB kann es zu einer seltenen autosomal-rezessiven Krankheit
kommen, bei der vermehrt GHB, GABA und SSA im Urin ausgeschieden werden. 628991 Dabei
handelt es sich um eine Mangelfunktion der Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase, was der
Krankheit den Namen Succinic Semialdehyde Dehydrogenase Deficiency (SSADHD)
gegeben hat.®74 Da somit der Abbau von GHB (ber den Citratzyklus gehemmt ist, findet ein

vermehrter Abbau Uiber die Beta-Oxidation statt.
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Beta-Oxidation O OH O
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Abbildung 9: Alpha- und Beta-Oxidation von GHB, bei der unter anderem als Zwischenprodukte 2,4-

Dihydroxybuttersaure, 3,4-Dihydroxybuttersaure und Glycolsaure entstehen.

Aufgrund der schnellen Elimination von GHB wurde, in Anlehnung an den Metabolismus von
Alkohol und dessen ebenfalls rascher Elimination, in jlingerer Vergangenheit nach den

glucuronidierten und sulfatierten sekundaren GHB-Metaboliten (Abbildung 10) gesucht.

O

o)
HO O 9]
O % /OM
HO o) s OH
HO MOH HO 2
OH O

Abbildung 10: Die beiden GHB-Metaboliten GHB-beta-O-Glucuronid (links) und GHB-4-Sulfat (rechts).

Sowohl GHB-beta-O-Glucuronid (GHB-Gluc) als auch GHB-4-Sulfat (GHB-Sulf) konnten in
biologischen Proben wie Serum oder Urin nachgewiesen werden.**% Die postulierte Bildung
des Glucuronids von GHB geschieht Uber die Uridindiphosphat (UDP)-

Glucuronosyltransferase,®® die des Sulfats Uber Sulfotransferasen.®”!

1.5 Medizinische Relevanz

Wie einleitend bereits erwahnt, hat GHB im Laufe der Jahre auch medizinisch an Bedeutung
gewonnen. GHB wurde anfangs wegen ihrer dampfenden Wirkung auf das zentrale
Nervensystem unter dem Namen Somsanit® fir die Narkoseeinleitung eingesetzt. Aufgrund
der unvorhersehbaren Wirkungsdauer, der lediglich sehr schwachen analgetischen Wirkung
und letztendlich wegen eines potenziell Anfalle auslésenden Effektes, wurde GHB auf diesem
Gebiet aber nicht weiter verwendet. Andere Studien haben gezeigt, dass die Einnahme von
GHB bei alkohol- oder opiatabhangigen Personen zu einer reduzierten Abhangigkeit und

geringeren Entzugssymptomen flihren kann.[2':24%] Gleichzeitig kann es bei langerer
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Einnahme jedoch zu Abhangigkeiten gegenliiber GHB kommen.®® Aus diesem Grund ist GHB
unter dem Namen Alcover® zur Anwendung im Alkohol- und Opiatentzug nur in wenigen
Landern zugelassen.!?%

Neben diesen weniger gebrauchlichen Anwendungen hat GHB unter den Namen
Natriumoxybat beziehungsweise Xyrem® den gréBten Nutzen in der Behandlung von
Personen bewiesen, die an einer Form von Tagesschlafrigkeit, Kataplexie oder Schlafstérung
im Zusammenhang mit Narkolepsie leiden. Dabei handelt es sich um eine neurologische
Krankheit, die mit 0,1 % Betroffenen haufiger auftritt, als zum Beispiel die wesentlich besser
erforschte Krankheit Multiple Sklerose.['®!

In den 1970er Jahren wurde bekannt, dass GHB den Tiefschlaf (Rapid Eye Movement (REM)-
Schlaf) verstarkt und die Haufigkeit des Aufwachens und den weniger erholsamen Non-REM-
Schlaf reduziert. Seitdem forschte man intensiv an den positiven Auswirkungen von GHB auf
die Schlafkrankheit Narkolepsie, bei der es, durch einen unruhigen Schlaf und Schlafstérungen
in der Nacht, tagstiber zu Anfallen von Kataplexie und Tagesschlafrigkeit kommen kann. Der
durch GHB induzierte Schlaf wurde ahnlich dem natirlichen, physiologischen
Schlafmechanismus beschrieben, bei dem man morgens erholt aufwacht.l'®” Diese Wirkung
fuhrt auch bei an Narkolepsie leidenden Personen zu einem regelmafigeren Schlaf, wodurch
Symptome der Krankheit verringert werden.!'%"! Seit 2002 ist GHB in den USA als Medikament
fur diese Anwendung zugelassen und seit 2005 auch in Europa.l'®? Bisher durchgeflhrte
Studien zeigen eine gute Vertraglichkeit und keine sich verandernde Pharmakokinetik auch
bei Langzeitmedikation.?”'%1 Dosierungen von etwa 30 mg/kg filhren dabei zu einer
regelmafigen Schlafphase von etwa zwei bis drei Stunden. Um einen erholsamen Schlaf
wahrend der gesamten Nacht zu erreichen, wird GHB daher meistens zweimal pro Nacht in
Dosierungen zwischen 2,25 g und 4,5g pro Dosis eingenommen. Da Personen, die an
Narkolepsie leiden, innerhalb von 24 Stunden durchschnittlich nicht mehr schlafen als ein
gesunder Mensch, fuhrt der geregelte Schlaf in der Nacht zu deutlich weniger
Tagesschlafrigkeit.['® Die genaue Ursache fir Narkolepsie ist bisher nicht bekannt, es wird
jedoch vermutet, dass eine Mutation eines Rezeptors des Hypocretin-Systems beteiligt sein
konnte. Erstaunlicherweise ist keine Interaktion von GHB mit dem Hypocretin-System bekannt

und dennoch ist GHB in der Behandlung von Narkolepsie ein wirksames Praparat.5%

1.6 Toxikologische und forensische Relevanz

Durch den immer popularer gewordenen Gebrauch von GHB als Partydroge hat die Substanz
auch toxikologisch mittlerweile einen hohen Stellenwert. So ist es sowohl flir Mediziner als
auch fir Toxikologen von entscheidender Bedeutung, detaillierte Kenntnisse Uber die
Aufnahmeformen, erwinschten und unerwinschten Wirkungen sowie mdgliche

Wechselwirkungen mit anderen Substanzen zu haben. Die Substanz wird bei illegalem
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Gebrauch vor allem oral in flissiger Form, haufig mit Getranken gemixt, konsumiert. Teilweise
werden auch Kapseln eingenommen, die meist das Natriumsalz von GHB enthalten. Die
extrem kurze Resorptionszeit — maximale Plasmakonzentrationen werden bereits nach etwa
20 bis 45 min erreicht 'Y — und die kurze Wirkungsdauer von ein bis vier Stunden — die
Halbwertszeit betragt zwischen 20 und 60 min — fuhren dazu, dass nach einem anfanglich
schnellen Eintritt der bewusstseinsbeeintrachtigenden Wirkung eine schnelle Erholung ohne
andauernde Nebenwirkungen erfolgt. Diesen Effekt bezeichnet man als ,fast-in, fast-
out Effekt.®® Wird GHB als Freizeitdroge konsumiert, erhofft man sich vor allem einen
euphorisierenden, enthemmenden und angstlésenden Effekt. Aufgrund der geringen
therapeutischen Breite von GHB kommt es jedoch haufig zu unerwiinschten Nebenwirkungen
wie Ubelkeit, Erbrechen, Sprachstdérungen oder Schwindel. Eine GHB-Intoxikation duBert sich
daruber hinaus in vielen Fallen durch Atemdepression und Krampfanfalle in Verbindung mit

Bewusstlosigkeit bis hin zum Koma.

1.6.1 Diagnostik

Die unspezifischen Symptome machen das Erkennen einer GHB-Intoxikation schwierig. Die
auftretenden Effekte beruhen dabei vor allem auf der Wirkung auf das zentrale Nervensystem,
das respiratorische System und, wenn auch weniger ausschlaggebend, auf einem Einfluss auf
das Herz-Kreislauf- und das Magen-Darm-System.®® Trotz der Ahnlichkeit der postulierten
Wirkmechanismen von GHB und Benzodiazepinen und den beobachteten Wechselwirkungen
zwischen dem Opiat-Antagonist Naloxon und den von GHB ausgel6sten Effekten, sprechen
die Betroffenen im Gegensatz zu Vergiftungen mit Benzodiazepinen oder Opiaten bei GHB-
Intoxikationen nicht auf die Gabe der Benzodiazepin-Antagonisten Flumazenil oder Naloxon
an. Ein erprobtes Gegenmittel flir eine GHB-Intoxikation liegt bisher nicht vor, da mittlerweile
aber der Wirkmechanismus von GHB an dem GABAg-Rezeptoren besser erforscht ist, werden
fur die Zukunft Antagonisten des GABAg-Rezeptors fir eine Gabe bei GHB-Intoxikationen
erforscht.[4.60

Liegt, wie in vielen Fallen, neben dem Konsum von GHB auch ein Konsum weiterer
Substanzen vor, wird die Diagnostik anhand der Symptome weiter erschwert. So kommt es
zum Beispiel in Verbindung mit Alkohol zu einer Verstarkung der zentralnervosen Wirkung.
Zudem wurde, aufgrund des sich Uberschneidenden Metabolismus von Alkohol und GHB,
vermutet, dass es zu einem verlangsamten Abbau der beiden Substanzen kommen
kann.[12’55’104]

Zusatzlich erschwert wird das Erkennen einer Vergiftung durch GHB durch fehlende rasche
und zuverlassige Analytik, zum Beispiel mittels eines immunologischen Schnelltests. GHB ist
im Rahmen einer Blut- oder Urin-Analyse mittels Massenspektrometrie nachweisbar, jedoch

ist diese Analyse zeitaufwendig und erfordert eine professionelle Laborausstattung. Der
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Nachweis ist jedoch nur dann mdéglich, wenn die Proben zeitnah zur Aufnahme abgenommen
werden. Im Blut ist GHB nach heutigem Forschungsstand maximal etwa funf bis acht Stunden
nachweisbar und im Urin maximal zwolf Stunden." Die entscheidende Herausforderung der
GHB-Analytik besteht dabei in der rechtssicheren Bewertung endogener und moglicherweise

von aul3en zugefihrter GHB-Konzentrationen.

1.6.2 Entwicklung der GHB-Analytik

Insbesondere aufgrund der Tatsache, dass GHB Anwendung als illegale Substanz findet,
besteht im Rahmen der forensischen Analytik bereits seit langem Interesse daran,
Nachweismethoden fur GHB in verschiedensten Matrices zu entwickeln und zu verbessern.
Der Weg von den Anfangen der GHB-Analytik bis hin zu aktuell angewendeten
Analyseverfahren soll im Folgenden genauer betrachtet werden.

Nach der Entdeckung der Fettsaure GHB im Gehirn, Blut und Urin verschiedenster Lebewesen,
wurden die Nachweise in den 1960er Jahren zunachst mittels ein- und zweidimensionaler
Diinnschichtchromatographie sowie mittels enzymatischer Methoden durchgefiihrt.B3¢l Die
erste gaschromatographische Bestimmung von GHB wurde 1964 verdffentlicht, wobei GHB
zu GBL umgewandelt wurde.l'%! Ende der 1960er Jahre wurden quantitative Bestimmungen
mittels Gaschromatographie gekoppelt mit Radioaktivitatszahlern durchgefiihrt.! Eine friihe
Arbeit zur spektrophotometrischen Quantifizierung kommt aus dem Jahr 1970.['% Seit den
1970er Jahren wurden fur die Quantifizierung in der GHB-Analytik verschiedenste
gaschromatographische Verfahren getestet.l'7.1% Mit diesen Methoden war es moglich,
Konzentrationen im Nanogramm-Bereich zu quantifizieren und die Analytik somit fir die
Bestimmung von endogener GHB einzusetzen. In diesen Methoden wurde jedoch GHB nicht
direkt detektiert, sondern durch Umwandlung mittels einer starken Saure in GBL Gberfluhrt und
dieses anschlielend extrahiert und entweder spektrophotometrisch oder chromatographisch
mit anschlieBender Elektroneneinfang- oder Flammenionisationsdetektion quantifiziert. Der
Nachweis von GHB im Blut und Urin durch Gaschromatographie gekoppelt mit
Massenspektrometrie ist seit den spaten 1970er Jahren bekannt.!'0%-111]

In den 1990er Jahren wurden die ersten Falle von GHB-Missbrauch in den USA berichtet.
Seitdem ist die Suche nach geeigneten Screening- und Bestatigungs-Methoden intensiviert
und weiter vorangetrieben worden. Es wurden sowohl kolorimetrische als auch eine
Kombination von kolorimetrisch-enzymatischen Screening-Schnelltests entwickelt, bei denen
jedoch die Hauptprobleme eine schlechte Sensitivitat und fehlende
Quantifizierungsmdglichkeiten waren. So konnten Konzentrationen ab 10 ug/mL oder teilweise
erst ab 500 pg/mL im Urin nachgewiesen werden ohne genauere Aussagen zur Konzentration
machen zu konnen.!''2-1151 2009 wurde ein enzymatisches Testsystem auf den Markt gebracht,

welches sowohl schnell und sensitiv als auch semiquantitativ arbeitet, wobei innerhalb von
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10 min mit 10 yL Probenmaterial und einem Cut-off von etwa 10 pg/mL im Serum und
15 pg/mL im Urin GHB quantifiziert werden konnte.[''®-181 Weitere Ansatze waren Screening-
Methoden mittels Nuclear Magnetic Resonance Spectrometry (NMR-Spektrometrie), lon
Mobility Spectrometry (IMS) oder Capillary Zone Electrophoresis (CZE) mit UV-Detektion.['%-
1231 Auch die wesentlich zeitaufwendigeren gas- oder fllissigchromatographischen Methoden
wurden als Screening-Methode fur die Bestimmung von GHB in verschiedenen Matrices
getestet und teilweise etabliert.'?*-'271 Dabei konnten zunachst fiir den klinischen Gebrauch
entwickelte Methoden forensisch genutzt werden.['28l

In den meisten Fallen wird GHB jedoch von den gebrauchlichen Unknown-Screening-
Verfahren nicht erfasst, da die Extraktionsmethoden eher auf lipophile organische Molekile
ausgerichtet sind und GHB aufgrund ihrer hohen Polaritat nicht mitextrahiert wird. Aus diesem
Grund wird in den meisten Fallen eine gezielte Analyse zur Bestatigung und Quantifizierung
der Substanz GHB eingesetzt. Auch dazu sind, gerade in den Jahren nach 1990, eine Vielzahl
an Methoden, inklusive Probenvorbereitungs- und Extraktionsverfahren, fiir die jeweiligen
Matrices entwickelt und optimiert worden. Hier folgend erwahnt sind nur die gangigsten
Probenvorbereitungsmethoden. Angefangen mit der schnellsten und einfachsten, der
Probenverdiinnung (,dilute-and-shoot*),['?-1311 {iber Proteinprazipitationstechniken mittels
organischer Lésungsmittel 7871321 Salzen, 3% organischer Sauren 34 oder einer Kombination
aus diesen,['3%137 bis hin zu Flissig-Flissig- 7413876139141 oder Festphasenextraktionen
[111,130,142-1451 \wyrden verschiedene Methoden fiir die Extraktion von GHB aus unterschiedlichen
Kdrperflissigkeiten erprobt. Die eigentliche Analyse und Detektion der Substanz GHB findet
seit den 1990er Jahren hauptsachlich Gber gas- oder flissigchromatographische Verfahren
gekoppelt mit Massenspektrometrie oder Tandemmassenspekirometrie statt. Die frihen
Anfange der GC-MS- (Gas Chromatography Mass Spectrometry) Methoden wurden bereits zu
Beginn dieses Kapitels erwahnt. Seitdem wurden von vielen Forschungsgruppen eine ganze
Reihe unterschiedlicher Methoden fir verschiedenste Matrices entwickelt. Eine Ubersicht der
wichtigsten seit 1990 publizierten GC-MS-Methoden und ihrer Vorteile sind in Tabelle A1 im
Anhang aufgefihrt.

Eine der frihesten LC-MS- (Liquid Chromatography Mass Spectrometry) Methoden war die
1998 von Mesmer et al. publizierte Flissigchromatographie-Methode gekoppelt mit
Thermospray Massenspektrometrie.l'*®! Bei der Thermospray-lonisation wird, im Gegensatz
zur Elektrospray-lonisation, die flichtige Pufferlésung, in der sich der Analyt befindet, durch
eine beheizte Kapillare in einer beheizten Kammer verdampft. Der Analyt bildet mit den lonen
aus dem Puffersalz Addukte.['*”) In den folgenden Jahren wurden verschiedene mit HPLC
(High Pressure Liquid Chromatography) gekoppelte Verfahren entwickelt. So haben 2001
Vriendt et al. eine mit UV-Detektion gekoppelte LC-Methode entwickelt, um GHB in

Plasmaproben von Ratten zu bestimmen, sie erzielten eine Nachweisgrenze von 10 pyg/mL.
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Die Werte unterschieden sich dabei nicht signifikant von denen, die mittels GC-MS ermittelt
wurden.!'#31 2003 haben Borgen et al. zur Bestimmung von GHB-Konzentrationen im Blut nach
Einnahme des Natriumsalzes von GHB (Xyrem®) eine LC-MS API- (Atmospheric Pressure
lonisation) Methode verwendet, bei der die Nachweisgrenze bei 5 ug/mL lag.®”! Niedrigere
Nachweisgrenzen, mit denen von vorherigen GC-MS-Methoden vergleichbar, von 0,1 ug/mL
konnten erstmals 2004 Fung et al. mit einer LC-MS-APCI- (Atmospheric Pressure Chemical
lonisation) Methode erreichen, die zur Bestimmung endogener GHB-Konzentrationen im
Gehirn und in Blutproben von Ratten entwickelt wurde.l'*®! Seit dieser Zeit haben die
entwickelten LC-MS-Methoden die vorher gangigen GC-MS-Verfahren abgelost. Neu
entwickelte Verfahren beruhen seitdem fast ausschliellich auf LC-MS-Verfahren, da
wesentlich geringere Probenmengen notwendig sind und gleichzeitig keine Umwandlung von
GHB in GBL oder ein chemisches Derivat des GHB nétig ist. So sind in den Jahren von 2003
bis heute zahlreiche LC-MS basierte Methoden entwickelt worden, die zum Beispiel die
gleichzeitige Analyse von GHB und GHB-Vorlaufern in Urin 1291481 ynd Blut,'®*"! deutlich
schnellere Analysen,'?®13% immer geringere Nachweisgrenzen ['4214% oder den Nachweis von
GHB-Metaboliten ermoglichten.l’s%'%" Die wichtigsten LC-MS-Methoden und ihre Vorteile
gegenlber anderen schon bestehenden Methoden sind in Tabelle A2 im Anhang

zusammengefasst.

1.7 Haaranalytik

Seit einigen Jahren spielt die Haaranalytik in der forensischen Wissenschaft eine zunehmend
bedeutende Rolle. So haben viele Labore ihre Methoden um die der Haaranalytik erweitert, da
sie aufgrund der langen Nachweisbarkeit von zum Teil sehr geringen Substanzkonzentrationen
entscheidend zur Beantwortung vieler forensischer Fragestellungen beitragen kann. Dabei
galt Haaranalytik zunachst als ein sehr spezialisiertes, zeitintensives und teures Verfahren,
das nur wenige Labore durchfihrten. Inzwischen ist, aufgrund der moderneren analytischen
Methoden und dem besseren Verstandnis der Einlagerung von Drogen, Medikamenten oder
anderen Fremdsubstanzen in das Haar, die Haaranalytik zu einem festen Bestandteil der
Untersuchungsroutine geworden, zum Beispiel bei drogenassoziierten Todesfallen,

Sexualstraftaten, Kindeswohlgefahrdungen oder bei Abstinenznachweisen.!'5?

1.7.1 Aufbau der Haare (Anatomie, Physiologie, Wachstumszyklen)

Ein erwachsener Mensch besitzt etwa finf Millionen Haare, eine Million davon befinden sich
auf dem Kopf und im Gesicht. Bei Haaren handelt es um eine hoch komplexe Matrix, deren
Bildung mehrere Phasen umfasst. Zur Interpretation und zum Verstandnis von Ergebnissen
der Haaranalytik ist eine gute Kenntnis der Strukturen und der Wachstumsphasen des Haares

von Bedeutung.
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Das Haar wird ausgehend vom Haarfollikel, der Gber Blutkapillaren versorgt wird, gebildet.
Dabei werden im Wachstumsbereich durch Zellteilung Follikel gebildet, diese wachsen und
kommen so in die so genannte Keratinisierungszone. Dort wird von den Zellen das Pigment
Melanin synthetisiert und eingelagert. Ab diesem Zeitpunkt beginnt das Haar zu verhornen
oder zu keratinisieren. So entstehen mehrere zylindrisch angeordnete Zellstrange, die zum
Schutz von einer Hille, der sogenannten Cuticula, einer Schuppenschicht, umgeben sind, die
ebenfalls zu einem grofRen Teil aus schwefelreichem Keratin besteht. Tritt das Haar in die
Aushartungszone ein, sterben die Zellen unter Verlust des Zellkerns und von Wasser ab.

Das Haar besteht also, wie in Abbildung 11 schematisch dargestellt, in seiner ausgeharteten
Form aus der aulieren etwa 4 um dicken Cuticula, die fir den Schutz des Haares sorgt und
fur Form und Glanz verantwortlich ist, dem Cortex, der etwa 100 um lange Keratinfasern
enthalt und Dicke und Uber Melanineinlagerungen die Farbe des Haares bestimmt, und der

inneren Medulla, dem Markstrang des Haares.['5®
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Abbildung 11: Aufbau des Haares und Anbindung an den Blutkreislauf (gezeichnet M. Nebel).

Ein Haar durchlauft wahrend seiner Lebensdauer auf dem Koérper drei Phasen. Die Bildung

und das Wachstum des Haares bezeichnet man als Anagenphase, diese dauert bei
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Kopfhaaren zwischen fiinf bis sieben Jahren und es befinden sich etwa 85 bis 90 % der Haare
in diesem Stadium. Anschlielend wird die Keratinisierung und somit auch das Wachstum
eingestellt, dieser Prozess dauert einige Wochen und nennt sich Katagenphase. Nur etwa 1
bis 3 % der Haare befinden sich in dieser Phase. In der letzten Phase, der Telogenphase der
Haare, dauert es dann noch etwa sechs Monate, bis das Haar durch ein sich neu bildendes
Haar aus der Haarwurzel geschoben wird. In der Telogenphase befinden sich etwa 7 bis 9 %
der Haare.

Je nach Kérperregion laufen diese drei Phasen unterschiedlich schnell ab, wodurch die Haare
so unterschiedliche Langen erreichen. Daher sind diese zum Zwecke der forensischen Analytik
nicht direkt miteinander vergleichbar. Bei Kopfhaaren wurden im Mittel Wachstumsraten im
Bereich zwischen 0,6 und 1,4cm im Monat beobachtet, wobei die wahrscheinliche

durchschnittliche Haarwachstumsgeschwindigkeit 1,1 +/- 0,2 cm im Monat betragt.['%3.154]

1.7.2 Einlagerung von Drogen und Medikamenten

Wie gut eine Substanz in das Haar eingelagert wird hangt unter anderem von ihrer Lipophilie,
ihrer Melaninaffinitat, ihrer Polaritat und ihrer Basizitat ab. ['%2%4 Dadurch flhrt eine hohe
Blutkonzentration nicht zwangslaufig zu einer hohen Konzentration im Haar. Fir die
Einlagerung von Fremdsubstanzen ins Haar kommen prinzipiell mehrere Aufnahmewege in
Betracht. Eine einfache Einlagerung in das wachsende Haar findet Uber passive Diffusion aus
dem Blutkreislauf in die Haarwurzel statt.['*>1%6] Um in die Haarmatrix zu gelangen, muss die
Substanz zunachst die Zellmembran Uberwinden. Dabei gelangen ausschlief3lich Substanzen
durch die Membran, die nicht an Proteine gebunden sind. Zudem durchdringen polare
Substanzen die Zellmembranen langsamer als unpolare. Daraus folgt, dass in den Haaren ein
grolRerer Anteil an unpolaren Muttersubstanzen als an polaren Metaboliten zu finden ist, da

wahrend des Metabolismus der meisten Stoffe die Stoffwechselprodukte polarer werden.['%%

Die Aufnahme in das Haar ist auRerdem von der Basizitat abhangig. Basische Stoffe haufen
sich aufgrund des niedrigen pH-Wertes im Zytoplasma von Melanozyten an und werden somit
vermehrt zusammen mit den dort gebildeten Pigmenten in das Haar eingelagert. Besteht dann
noch, wie bei positiv geladenen Substanzen, eine erhdhte Bindungsaffinitat an Melanin, kommt
es zu einem permanenten Einstrom an basischen Substanzen in die Melanozyten und somit
zur vermehrten Einlagerung der Fremdsubstanzen in die Matrixzellen der Haare. Dieser
Mechanismus  erklart, warum  starker pigmentiertes Haar teilweise  hdhere
Fremdstoffkonzentrationen enthalt als weniger stark pigmentiertes Haar.[%4157-159

Nur wahrend der Anagenphase, der Wachstumsphase, werden die Matrixzellen Uber
Blutkapillaren mit Bausteinen fur die Haarproduktion versorgt. Eine Einlagerung von
Fremdsubstanzen Uber den Blutkreislauf ist also auch nur in dieser Phase mdglich. Da sich,

wie bereits dargestellt, etwa 85 bis 90 % der Kopfhaare in der Anagenphase befinden, hat dies
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zur Konsequenz, dass sich bei einer Haaranalyse etwa 10 bis 15 % der Haare in einem
Wachstumsstadium befinden, in dem keine Fremdsubstanzen Uber den Blutkreislauf
eingelagert werden kdnnen. Folglich kénnen die dort nachgewiesenen Substanzen nicht mit
denen im noch wachsenden Haar verglichen werden. Vielmehr kann durch die Dauer der
Telogenphase ein Versatz von etwa sechs Monaten entstehen, wodurch ein zeitnaherer
Konsum suggeriert werden kann als tatsachlich stattgefunden hat.

Erfolgte die Einlagerung nur Uber den Blutkreislauf, misste die im Haar festgestellte
Konzentration an Fremdstoffen und deren Metaboliten proportional zu der Konzentration im
Blut sein. Dass dies aber nicht der Fall ist, ist bereits ein Hinweis darauf, dass es auch andere
Einlagerungswege in das Haar geben muss.['®2'%] Heute ist bekannt, dass auch durch
ausschliel8lich externen Kontakt Metaboliten von einigen Fremdsubstanzen in das Haar
eingelagert werden konnen. Das galt lange als unmoglich und der Nachweis eines Metaboliten
in der Haarmatrix wurde als ein sicheres Zeichen fiir die Aufnahme der jeweiligen Substanz
und deren Korperpassage angesehen.!'®? Folglich wurde angenommen, dass durch bloRes
Waschen Haare von allen nicht wahrend des Wachstums eingelagerten Kontaminationen
befreit werden konnen, und dass so durch einen Aufschluss der Haarmatrix ausschlief3lich
durch den Koérper aufgenommene Fremdsubstanzen nachweisbar sind. Im heute verwendeten
komplexeren Inkorporationsmodell wird dagegen angenommen, dass Substanzen, zusatzlich
zur Aufnahme Uber den Blutkreislauf, auch durch Diffusion aus Schweif3 und Talg in das noch
wachsende und auch in das bereits keratinisierte Haar gelangen oder Gase und Staube von
auflen eingelagert werden kénnen.!'s®'57] Neuere Studien haben zudem gezeigt, dass die
Einlagerung von Fremdsubstanzen (iber den Kopf verteilt sehr unterschiedlich sein kann 181,
was ebenfalls fir eine Kombination der unterschiedlichen Einlagerungswege spricht. Der
Anteil der einzelnen Inkorporationswege an der Gesamteinlagerung von Fremdsubstanzen in
das Haar ist dabei noch nicht abschlieRend geklart. Jedoch ist der Stellenwert der jeweiligen

Route auch individuell und substanzabhangig verschieden.

Eine haufige Zielsetzung der forensischen Analytik ist die Klarung der Aufnahmezeitpunkte
von Fremdsubstanzen. In dieser Hinsicht ist die Inkorporation Gber den Blutkreislauf der
bedeutendste Weg, da hier diskrete Banden mit den jeweiligen Substanzen in der Haarmatrix
entstehen konnen, die in Verbindung mit der Wachstumsrate des Haars einem bestimmten
Zeitpunkt zugeordnet werden konnen. Diese diskreten Banden konnen in der Realitat jedoch
durch die gleichzeitige Aufnahme in das Haar Uber einen oder mehrere der anderen
Einlagerungswege verwischt werden, wodurch sich das Nachweisfenster verbreitert.!'5”:158
Folglich ist eine genauere Bestimmung des Aufnahmezeitpunkts insbesondere fir jene
Substanzen mdglich, bei denen die Inkorporation Uber den Blutkreislauf dominiert. Dies gilt

vermutlich flr basische Substanzen wie Kokain, Amphetamin oder Opiate. Zusammenfassend
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geht man davon aus, dass eine zeitliche Interpretation fur basische Substanzen verlasslicher

maglich ist als fir neutrale und saure Fremdstoffe.[%8]

Eine weitere Fragestellung beschaftigt sich mit einer mdoglichen Korrelation zwischen
zugefuhrter Dosis und gefundener Konzentration in Blut, Urin oder Haar. Im Haar wird die
Interpretation zum einen durch die verschiedenen mdglichen Einlagerungswege erschwert
und ist nur eingeschrankt moglich. Zum anderen werden Substanzen, wie oben bereits
erwahnt, abhangig von ihren Eigenschaften besser oder schlechter in das Haar eingelagert.
Speziell fur basische Substanzen muss zudem in Betracht gezogen werden, dass eine
Einlagerung in stark pigmentiertes Haar im Vergleich zu weniger pigmentietem Haar
bevorzugt passiert.' Alles in allem ist eine Interpretation der Konsumhaufigkeit und
Konsummenge nur als Abschatzung auf Grundlage einer grofien Anzahl an Haarproben

mdglich und sollte nur als Richtwert angesehen werden.['¢?

1.7.3 Einflussfaktoren (Haarkosmetik, Alterung und Lagerung der Haarproben)

Die Haaranalytik bietet grundsatzlich die Moglichkeit, Uber einen langeren Zeitraum als im Blut
oder im Urin, Fremdsubstanzen nachzuweisen. Dabei besteht jedoch die Gefahr, dass, je nach
Umwelteinfllissen, kosmetischer Behandlung oder auch Lagerung der Haare, die Ergebnisse
verfalscht werden und die Interpretation nicht mehr uneingeschrankt moglich ist. Den starksten
Effekt haben dabei tagliche Einflisse, wie zum Beispiel die regelmalige Haarwasche und -
pflege.

Haare sind eine stark hygroskopische Matrix, die in der Lage ist Wasser aufzunehmen. So
kdnnen Haare durch die Aufnahme von Wasser bis zu 2 % in der Léange und bis zu 14 % im
Durchmesser quellen.['®3! Dabei ist das tatsdchliche Ausmall abhangig von der vorherigen
Behandlung des Haares, dem pH-Wert und der Temperatur. Haare, die unter Hitzeeinwirkung
getrocknet wurden, enthalten weniger Wasser und kénnen auch weniger Wasser aufnehmen,
als Haare, die bei Raumtemperatur getrocknet wurden.!'84 Erst ab pH-Werten groRer 9 kommt
es zu einem erhohten Haardurchmesser durch Quellung.!'®® Die so veranderten MaRe und
Massen der Haare kdnnen bei einer normiert durchgefiuihrten Analyse die Ergebnisse
beeinflussen. Einen starkeren Einfluss hat jedoch, dass haufiges Haarewaschen
Fremdsubstanzen aus dem Haar auswascht und dadurch Analysen verfalscht werden
konnen.['s?l Dass diese Gefahr besteht, wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie und dem
Farbstoff Rhodamin B nachgewiesen !"® und zum Beispiel auch fir die Substanzen
Carbamazepin, einige Opiate und trizyklische Antidepressiva beobachtet.!'®¢-1%8 Zysatzlich
kann das verwendete Haarpflegemittel Einfluss auf die Stabilitdt des Fremdstoffes im Haar
haben.

Viele Forschungsgruppen haben sich auflerdem mit der Stabilitédt verschiedener Substanzen

im Haar unter Einfluss von kosmetischen Behandlungen, wie Bleichen, Farben oder der
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Schadigung durch Hitze befasst.['® Je nach Substanz sind die Effekte unterschiedlich stark
ausgepragt, im Allgemeinen fihrt das Bleichen der Haare jedoch zu gréReren
Substanzverlusten als das Farben oder die Einwirkung von Hitze.['%'7" Dabei sind zum
Beispiel oxidationsempfindliche Substanzen durch Bleichen wesentlich starker betroffen als
hydrolyseempfindliche.

Auch natlrliche Strahlung durch Sonnenlicht kann zur Schadigung der Haarmatrix fihren und
somit zum signifikanten Einflussfaktor fiur die Fremdstoffkonzentration im Haar werden.
Besonders bei Cannabis wurde dieser Effekt mehrfach beobachtet, da in positiven Haarproben
nach der Bestrahlung mit ultraviolettem (UV) Licht kein Tetrahydrocannabinol (THC) mehr
nachgewiesen werden konnte.['54172.173]

Alle Effekte, die durch eine Schadigung der Haarmatrix zu einem erhéhten Verlust an
Fremdsubstanzen fihren, kdnnen auf gleichem Wege die Aufnahme dieser Substanzen aus
der Umwelt, dem Schweil oder durch andere externe Einfliisse erleichtern. Aufgrund dieser
und weiterer Erfahrungen gelten flr forensische Haaranalysen Richtlinien, die einen Nachweis
von Drogen in einem proximalen Segment bis maximal 6 cm und dem Alkoholmetaboliten

Ethylglucuronid (EtG) bis maximal 3 cm als sinnvoll erachten.!'’4

1.7.4 Bedeutung der Haaranalytik in der Forensik

Die Forensik oder genauer die forensische Toxikologie beschaftigt sich mit der Aufklarung von
Straftaten, die unter Einfluss oder mittels des Einsatzes von Fremdsubstanzen begangen
wurden. Dabei kommt es vor allem auf den sicheren Nachweis einer Aufnahme dieser
Substanzen und damit einer Beeinflussung zum Tatzeitpunkt an. Wichtig ist in diesem
Zusammenhang jedoch, dass der alleinige analytische Nachweis einer Substanz keine
Aussage Uber die Intensitat der Beeinflussung einer Person zum Tatzeitpunkt erlaubt.

Die gangigsten Untersuchungsmaterialien stellen dabei Blut- und/oder Urinproben dar. In
diesen Matrices ist der Nachweis von Fremdsubstanzen mit relativ geringem Aufwand mdglich
und die erhaltenen Werte und Ergebnisse lassen sich am besten mit bereits bestehenden
Daten vergleichen und somit am besten interpretieren. In einigen Fallen ist ein solcher
Nachweis aus dem Blut oder Urin jedoch nicht méglich oder nicht zielfiUhrend. Etwa wenn die
Frage nach einem langer zurickliegenden Zeitpunkt gestellt wird aber zu diesem Zeitpunkt
keine Proben asserviert wurden. Aber auch fur eine Untersuchung, die einen langeren
Zeitraum abdecken soll, sind Blut- und Urinanalysen nicht geeignet.

Die Untersuchungsmatrix Haar bietet in diesen Fallen den Vorteil, dass eventuelle Aufnahmen
von Drogen, Arzneimitteln oder anderen Fremdsubstanzen im Haar Uber einen langeren
Zeitraum nachweisbar sind als im Blut oder Urin. Es ist daher, bei ausreichender Haarlange,
zum Teil auch spater noch mdglich, Substanzen, die zu einem wesentlich friheren Zeitpunkt

konsumiert wurden, nachzuweisen. In diesen Fallen kbnnen auch noch nach Monaten Daten
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erhoben werden, die dariber Auskunft geben, ob eine Person zu einer bestimmten Zeit Drogen
aufgenommen hat oder nicht.['’>=7"] Generell finden Haaranalysen vor allem Anwendung im
Rahmen von verschiedensten Eignungsfragen und fur juristische oder klinische
Fragestellungen. Eine Ubersicht (iber mégliche Anwendungsgebiete der Haaranalytik in der

forensischen Toxikologie ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Anwendungsgebiete der Haaranalytik in der Forensik.

Eignungsfragen Juristische Fragestellungen | Klinische Fragestellungen
Fahreignung (Medizinisch psychologische Untersuchung Nachweis chronischer Exposition
(MPU)) (z. B.: Vergiftung)

Sorgerecht (Jugendamt, Gericht) Patientenmonitoring

] ] Eigenkonsum bei Versto3
Berufliche Eignung ) )
] gegen das Dopingnachweis
(Workplace Drug Testing) 3} .
Betaubungsmittelgesetz

Schule Bewahrungsuberwachung Diagnostik bei Neugeborenen

Eignung im Gaststatten-

Schuldfahigkeitsbeurteilung Transplantationsdiagnostik
und Waffenrecht

Rechtliche Grundlagen fir weitere juristische Fragestellungen finden sich auch im
Strafgesetzbuch. Exemplarisch sei hier etwa die Vergiftung genannt, die in einer
Korperverletzung durch Beibringung von Giften (§ 224 Strafgesetzbuch) bis hin zur Tétung
(§ 211 ff Strafgesetzbuch) resultieren kann. Insbesondere beim Mord ist hierbei die Arg- und
Wehrlosigkeit des Opfers rechtlicher Anknipfungspunkt, die zum Beispiel durch die
Beibringung von Substanzen herbeigefuhrt werden kann. Eine so herbeigeflihrte Wehrlosigkeit
kann daruber hinaus aber auch fir andere (Sexual-)Straftaten ausgenutzt werden und ist
entsprechend unter Strafe gestellt (zum Beispiel § 177 Strafgesetzbuch).

Eine der haufigsten Anwendungen der Haaranalytik ist jedoch die der Abstinenziiberwachung
fur die Fahreignungsdiagnostik. So haben Personen, die an einem Abstinenzprogramm im
Rahmen einer medizinisch psychologischen Untersuchung teilnehmen, grundsatzlich die
Moglichkeit, ihre Abstinenz Uber eine Haaranalytik nachzuweisen. Auch im Rahmen der
Ermittlungen zu Kindeswohlgefahrdungen finden Haaranalysen Einsatz, wenn der Verdacht
eines regelmafigen Konsums von z. B. Drogen oder Alkohol besteht. Des Weiteren kann der
Nachweis eines chronischen Substanzkonsums auch in der psychiatrischen Diagnostik
hilfreich sein, um zu beurteilen, ob eine Persdnlichkeitsveranderung durch Fremdsubstanzen
ausgelost worden sein konnte.

Um die mittels Haaranalyse erhobenen Daten vergleichbar zu machen und zum Beispiel vor
Gericht verwenden zu kénnen, gibt es Richtlinien, die jedes akkreditierte Labor zu befolgen

hat. Die Richtlinien fir Haaranalytik werden von der Society of Hair Testing (SoHT)
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zusammengetragen, Uberwacht und aktualisiert.'"”®'®! Die Gesellschaft besteht aus
Wissenschaftlern und Wissenschaftlerinnen aus der ganzen Welt, die sich auf das Thema
Haaranalytik spezialisiert und es sich zum Ziel gesetzt haben, Haaranalytik vergleichbarer zu
machen, um die Moglichkeiten dieser Analytik zu erweitern.

Diese Richtlinien sehen zum Beispiel vor, dass nur unbehandelte Haare bis zu einer Lange
von 3 cm auf Alkohol und bis zu 6 cm auf Drogen untersucht werden sollen. Des Weiteren
sollen bevorzugt Haare von der Vertex-Region des Kopfes verwendet werden, da hier das
schnellste Wachstum beobachtet wurde und dort die meisten Haare in der Anagenphase, also
in der sich noch im Wachstum befindenden Phase, sind. Bei der Interpretation der
Analyseergebnisse ist, in Bezug auf die Abschatzung des Aufnahmezeitpunktes eventuell
nachgewiesener Substanzen, zu beachten, dass es neun bis vierzehn Tage dauert, bis ein
sich neu bildendes Haar die Kopfoberflache erreicht.['75.176]

Zusatzlich zu den regelmalig genutzten Haaranalysen auf Drogen, Medikamente und Alkohol
in den oben genannten Fallen, gibt es mittlerweile immer mehr Labore, die sich im Rahmen
wissenschaftlicher Forschung mit der Entwicklung einzelner neuer Analyseverfahren zum
Nachweis auldergewodhnlicher Substanzen im Haar befassen. So ist es zusatzlich gelungen,
Analyseverfahren flr den Nachweis von Schwermetallen, einer Vielzahl von Arzneimitteln,
einigen Pestiziden und Umweltgiften, Dopingsubstanzen und anderen Stoffklassen im Haar zu

entwickeln.[160

1.8 Haaranalytik von GHB und Interpretation der Befunde
1.8.1 Grundlagen der Einlagerung von GHB in das Haar und deren Extraktion

Beschaftigt man sich mit dem Nachweis einer bestimmten Substanz aus der Haarmatrix, sind
zunachst einige Fragen zu klaren, um eine erfolgreiche Analytik durchzufiihren [80.181

e |st GHB Uberhaupt eine Substanz, die in das Haar eingelagert wird?

e Kommen passive Kontaminationen in Frage?

e Wie extrahiert man GHB aus der Haarmatrix, ohne die Substanz zu zerstoren?
Grundlage zur Beantwortung all dieser Fragen ist ein Verstandnis dafur, wie Substanzen in
das Haar eingelagert werden. In Kapitel 1.7 wurde diese Frage bereits allgemein behandelt,
speziell fur GHB existieren dazu bisher keine konkreten Forschungsergebnisse. Eine erhdhte
Melaninaffinitat ist flr die acide GHB nicht anzunehmen, wodurch eine Einlagerung nicht
beginstigt wird.['*8 Die Zeit, die GHB im Blutkreislauf verbringt, ist durch die extrem kurze
Halbwertszeit so begrenzt, dass eine Einlagerung Uber das Blut oder den Schweil} nur in
einem sehr kleinen Zeitfenster geschehen kann. Orientiert man sich an diesen Uberlegungen
und an allgemeingultigen chemischen und strukturellen Gegebenheiten kommt man zu dem
Schluss, dass GHB wahrscheinlich aufgrund ihrer Aciditat und polaren hydrophilen Struktur zu

den Substanzen gehért, die zu einem eher geringen Anteil in das Haar eingelagert werden.
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Neben der Frage, wie viel von der zu analysierenden Substanz in das Haar eingelagert wird,
spielt auch die Frage, wie viel der Substanz sich aus dem Haar extrahieren lasst, eine
entscheidende Rolle. Der kritische Punkt bei der Haaranalytik ist die Probenvorbereitung und
der Aufschluss der Haarmatrix. Dabei sollen wahrend des Waschschrittes der Haare zum
einen aulere Verunreinigungen vom Haar entfernt werden, aber gleichzeitig moglichst keine
Substanzen aus dem Haar herausgelost werden.['*?l Dazu wahlt man meist, nach den
Richtlinien der SoHT, zunachst ein organisches Losungsmittel, anschlielend eine oder
mehrere  wassrige Waschldsungen und abschlieBend erneut ein organisches
Losungsmittel.l'”® Eine Waschprozedur, die ausschlielich das Haar reinigt, aber keinerlei
Substanzen aus dem Haar herauswéascht, ist bis heute nicht bekannt. Daher werden das
Volumen der Waschlésung und die Zeit des Waschvorgangs so angepasst, dass das
Verhaltnis zwischen Dekontamination von externen Verunreinigungen und dem Herauslésen
von Substanzen aus dem Haar moglichst glnstig ist.['5?

Fur GHB wurden in diesem Zusammenhang in den letzten Jahren einige Waschprozeduren
erprobt. In fast allen wurde als organisches Ldsungsmittel Dichlormethan oder eine
Kombination aus Dichlormethan und Methanol verwendet. Zusatzlich wurde haufig mit kaltem
oder heiflem entionisiertem Wasser oder einem wassrigen Puffer gewaschen. Da GHB sowohl
in Methanol als auch in Wasser gut I6slich ist, sollte die Waschzeit mdglichst kurz gehalten
werden und die Waschlésungen ebenfalls immer auf die jeweilige Substanz hin untersucht
werden. Nach dem Waschen homogenisiert man die Haarprobe, je nach vorhandener Menge
an Material, entweder durch das Schneiden mdoglichst kleiner Segmente oder durch
Pulverisierung in einer Kugelmuhle. Dabei wird die Oberflache der Haare so vergrof3ert, dass
eine anschlielende Extraktion der Substanzen erleichtert wird. Bei gemahlenen Haaren kann
die anschlieBende Extraktion von GHB aus dem Haar durch Einwirken von Methanol oder
Wasser Uber mehrere Stunden in einem Ultraschallbad erreicht werden. Diese Methode ist vor
allem bei alkalisch instabilen Substanzen zu empfehlen, fuhrt allerdings auch zu einer
geringeren Ausbeute als die alkalische Hydrolyse.['52'% Diese bietet sich an, wenn die Haare
zu kurzen Segmenten geschnitten wurden, da hier das Verhaltnis zwischen Oberflache und
Volumen ungunstiger ist. Dabei werden die Haare zunachst in einer alkalischen Ldsung
(meistens eine wassrige Natronlauge) aufgeldst und nach Einstellen eines sauren pH-Wertes
(meist durch wassrige Salzsaure) die Gamma-Hydroxybuttersdure mittels Ethylacetat
extrahiert.['%?]

Bei der Interpretation von quantitativen und auch qualitativen Haaranalysen sollte man sich
immer auch Gedanken Uber mogliche externe Kontaminationswege machen — also
Méglichkeiten, wie die Substanz in das Haar gelangen kénnte, ohne den Korper passiert zu
haben. Fir GHB gibt es bisher noch keine Studien, ob ein unwissentlicher Umgang mit der

Substanz zu positiven Haarbefunden flihren kann. Da sehr wahrscheinlich ein Teil der
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Einlagerung von GHB Uber Schweil} stattfindet, ist dieser Weg der Kontamination durchaus

plausibel und bei der Interpretation der erhaltenen Ergebnisse zu berlcksichtigen.

1.8.2 Entwicklung der Haaranalytik

Neben der Extraktion, die dazu dient, im Haar eingelagerte Substanz in Losung zu bringen, ist
die Analytik zum Nachweis der gelosten Substanz von ebenso entscheidender Bedeutung zur
Beantwortung forensischer Fragestellungen.

Aufgrund der sehr kurzen Halbwertszeit von GHB kommt es in vielen Fallen mit forensischer
Fragestellung in den Matrices Blut und Urin zu keinem Nachweis oberhalb endogener
Konzentrationsbereiche. Dann stellt sich die Frage, war die Substanz GHB nicht, aufgrund
fehlender Aufnahme der Substanz, oder nicht mehr, aufgrund der bereits verstrichenen Zeit
und dem damit verbundenen Abbau der Substanz, in hoheren Konzentrationen nachweisbar?
Wie bereits beschrieben, kann der Nachweis von langer zurlckliegendem Konsum oder langer
zurtickliegenden Aufnahmen von Fremdsubstanzen in vielen Fallen Uber die Matrix Haar
ermoglicht werden, da Substanzen innerhalb des Haares eingelagert werden und somit auch
noch Monate spater nachweisbar sind. Gerade im Hinblick auf Substanzen mit geringer
Halbwertszeit ist ein Nachweis aus dieser Matrix besonders interessant, denn bei diesen
gelingt ein Nachweis Uber Blut oder Urin haufig bereits nach kurzer Zeit nicht mehr, wahrend,
nach einigen Tagen oder Wochen, Methoden der Haaranalytik Nachweise ermoglichen.
Bezogen auf GHB ware dadurch die Aufnahme von K.o.-Tropfen auch bei einer zeitlichen
Verzogerung zwischen Vorfall und Probengewinnung unter Umstanden beweisbar.

Nach Anstieg der Sexualdelikte im Zusammenhang mit GHB wurde das Interesse an
Haaranalysen fir GHB immer groRer.B"82 Einen ersten Versuch, GHB-Konzentrationen in
Haaren zu bestimmen, unternahmen Frison/Ferrara et al., laut Zitaten aus verschiedenen
Tagungsbeitragen, bereits in den 1990er Jahren, damals sollen sowohl GHB-Konzentrationen
von Langzeiteinnahmen als auch endogene Konzentrationen per GC-MS analysiert worden
sein. Damals wurden 50 mg beziehungsweise 300 mg Probenmaterial fur eine Analyse
verwendet.['83

Die erste publizierte Methode zur Bestimmung von GHB aus Haaren stammt von Kalasinsky
et al. aus dem Jahr 2001. In einem Fallbericht nach tédlicher GHB-Einnahme wurden Haare
segmentweise per GC-MS auf GHB untersucht. Laut dieser Studie konnten damals aufgrund
der geringen Probenmenge von 10 mg keine endogenen GHB-Spiegel nachgewiesen werden.
Lediglich in den untersuchten Wurzeln der Haare fanden sich erhohte GHB-
Konzentrationen.['84!

In den folgenden Jahren wurden weitere GC-MS-Methoden zur Bestimmung endogener GHB-
Konzentrationen in Haaren oder auch GHB-Konzentrationen in Haaren nach chronischem

Konsum, kontrollierten Einmalgaben unterschiedlichster Konzentrationen oder bei
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Verdachtsfallen auf Sexualdelikte in Zusammenhang mit GHB veroffentlicht.['8.183.185-188]

Zeitgleich wurden auch LC-MS-Methoden entwickelt, die meist eine etwas weniger
zeitaufwendige Probenvorbereitung erfordern. Die erste publizierte LC-MS-Methode wurde
von Stout et al. 2010 zur Bestimmung endogener Konzentrationen im Haar veroffentlicht. Die
Methode erreichte eine Nachweisgrenze von 0,2 ng/mg bei einer Probenmenge von 25 mg
Haar.l'®% Auch hier wurden in den folgenden Jahren weitere Methoden fiir die Bestimmung
GHB-Konzentrationen,[190-192]

Konsum,[151.193-1951 GHB-Konzentrationen nach kontrollierten Einmalgaben '*® und GHB-

endogener GHB-Konzentrationen nach  chronischem
Konzentrationen nach Sexualdelikten im Zusammenhang mit GHB ['911%.1971 im Haar
entwickelt.

Erst kirzlich wurden zusatzlich Methoden fir die Bestimmung von GHB-Vorlaufern und GHB-
Metaboliten im Haar, ebenfalls mittels LC-MS, entwickelt.'®19419%] |n Tabelle 2 sind die

wichtigsten Analysemethoden zum Nachweis von GHB im Haar zusammengefasst.

Tabelle 2: Ubersicht der wichtigsten Analysemethoden zur Bestimmung von GHB aus Haaren.
Methode,

Segmentierung (s. = segmentiert, n. s. = nicht segmentiert), Extraktionsmethode, Nachweis- und

Aufgelistet sind (wenn beschrieben) Publizierende mit Jahr, Probenvolumen und

Bestimmungsgrenze (Limit of Detection (LoD) / Limit of Quantification (LoQ) / n. b. = nicht bestimmt)

und Anmerkungen zur Methode/Studie.

Publizierende Methode Proben- Extraktionsmethode Nachweis- Anmerkung
[Jahr menge, /Bestimmungs-
s./n. s. grenze
Kalasinsky et al. GC-MS 10 mg, s. Denaturierung und LoD: 1 ng/mg Endogene Werte
2001 [184] Festphasenextraktion konnten nicht
bestimmt werden
Goulle et al. GC- 5mg,s./ Denaturierung und n. b. Mehrfache
2003 [83] MS/MS n.s. Flussig-Flussig- Aufnahme
Extraktion nachgewiesen
Kintz et al. GC- 5-10 mg, s. Denaturierung und LoD: 0,1 ng/mg; Einmalige
2003 ["8] MS/MS Flussig-Flussig- LoQ: 0,2 ng/mg Aufnahme
Extraktion nachgewiesen
Rossi et al. GC-MS 20 mg, s. Denaturierung und LoD: 0,01 ng/mg; Mehrfache
2009 [189] Flussig-Flussig- LoQ: 0,1 ng/mg Aufnahme
Extraktion nachgewiesen
(DFSA)
Stout et al. LC- 25 mg Denaturierung und LoD: 0,2 ng/mg; Erste LC Methode
2010 [189] MS/MS Flussig-Flussig- LoQ: 0,4 ng/mg fur den Nachweis
Extraktion endogener
Konzentrationen
Paul et al. GC- 20 mg, s. Anionenaustausch- n. b. EtG wird detektiert
2011 [188] MS/MS Festphasenextraktion
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Publizierende Methode Proben- Extraktionsmethode Nachweis- Anmerkung
[Jahr menge, /Bestimmungs-
s./n. s. grenze
Bertol et al. GC-MS, 25mg, s. Denaturierung und LoD: 0,4 ng/mg Vergleich GC und
2012 (193] LC- Flissig-FlUssig- (GC), 0,5ng/mg  LC Methode an
MS/MS Extraktion (LC); LoQ: chronischem
0,6 ng/mg GHB-
Konsumenten
Hari et al. LC- 20 mg, s. Ultraschall- n. b. Endogene
2013 [190] MS/MS Extraktion, Online- Konzentrationen
Festphasenextraktion in Kopf- und
Barthaar
Schréck et al. LC- 20 mg, s. Ultraschall- n. b. Kein Nachweis
2014 199 MS/MS Extraktion, Online- nach einmaliger
Festphasenextraktion Aufnahme von
GBL
Bertol et al. LC- 25mg, s. Denaturierung und LoD: 0,3 ng/mg; 12 einmalige
2015 [191] MS/MS Flussig-Flussig- LoQ: 0,5 ng/mg GHB-Aufnahmen
Extraktion nachgewiesen
Jagerdeo et al. LC- 25 mg, Pulverisierung, LoD: 0,33 ng/mg; Sehr aufwendige
2015 [192] MS/MS n.s. Denaturierung, LoQ: 1,2 ng/mg Extraktion, hohe
Flussig-Flissig- (beides errechnet endogene Werte
Extraktion, bzw. festgelegt) gemessen
Festphasenextraktion
Shi et al. GC- 20 mg, Denaturierung und LoD: 0,02 ng/mg; 66 endogene
2016 ['87] MS/MS n.s. Flussig-Flissig- LoQ: 0,05 ng/mg  GHB-
Extraktion Konzentrationen
bestimmt
Vaiano et al. GC-MS 25 mg, s. Denaturierung und LoD: 0,05 ng/mg; 150 endogene
2016 [188] Flissig-Flussig- LoQ: 0,19 ng/mg  GHB-
Extraktion Konzentrationen
bestimmt
Wang et al. LC- 10 mg, s. Pulverisierung, LoQ: 0,32 ng/mg GHB-Gluc
2016 [198] MS/MS Extraktion mittels (GHB), Metabolit wird
Lésungsmittel im 0,48 ng/mg detektiert, sehr
Ofen (GHB-Gluc) hohe Werte flr

chronische GHB-

Konsumenten
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Publizierende Methode Proben- Extraktionsmethode Nachweis- Anmerkung
[Jahr menge, /Bestimmungs-
s./n. s. grenze
Busardo et al. LC- 25mg, s. Extraktionsmedium, LoD: 0,2 ng/mg GHB-Gluc, GABA
2017 1151 MS/MS Verdlinnung (GHB, GHB- und GBL werden
Gluc), 0,3 ng/mg  detektiert
(GABA, GBL);
LoQ: 0,5 ng/mg
(GHB, GHB-
Gluc), 1,0 ng/mg
(GABA, GBL)
Mehling et al. LC- 10 mg, s. Pulverisiert mit LoQ: 0,32 ng/mg  GHB-Gluc in
2017 1941 MS/MS Extraktionsmedium (GHB), Haaren nach
0,48 ng/mg chronischer und
(GHB-Gluc) einmaliger
Aufnahme
Kegler et al. LC- 20-30 mg, Pulverisiert und n. b. 152 endogene
2018 9 MS/MS s./n.s. Ultraschall-Extraktion GHB-
Konzentrationen
(teils segmentiert)
Van Elsue et al. GC- - Ultraschallbad und - Haare von GHB
2018 [199] MS/MS Festphasenextraktion abhangigen
Personen
Da Chagas et al. GC-MS 10 mg Pulverisiert, LoQ: 0,6 ng/mg AHB, BHB werden
2019 [200] Extraktionsmedium detektiert
Del Ramirezetal. LC- 10 mg, s. Pulverisiert, - Einfluss von
2019 [201] MS/MS Extraktionsmedium Bleichen und
Glatten der Haare
Martz/Nebel etal.  LC- 10 mg, s. Denaturierung und LoD: 0,1 ng/mg; 88 endogene
2019 [202] MS/MS Flussig-Flissig- LoQ: 0,3 ng/mg GHB-

Extraktion Konzentrationen
bestimmt,
einmalige GHB-
Aufnahme wurde
nicht
nachgewiesen

Liu et al. GC-MS 0,3 mg, - LoD: 0,3 ng/mg; Nur ein Haar wird

2020 1203] n.s. LoQ: 1,0 ng/mg bendtigt

Lloyd et al. LC- 10 mg, s. Pulverisierung, LoD: 0,4 ng/mg, Synthetische

2020 1204] MS/MS Denaturierung und LoQ: 0,4 ng/mg Haarmatrix zur
Flussig-Flussig- Validierung
Extraktion

Meng et al. GC- - Dispersive Flussig- LoD: 0,01 ng/mg

2020 [209] MS/MS Flussig-

Mikroextraktion
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1.8.3 Endogene GHB-Konzentrationen in Haaren

Wie bereits erwahnt, geht es bei der Forschung zur GHB-Analytik vorrangig um die
Differenzierung zwischen endogenen und den nach Aufnahme von GHB erreichten
Konzentrationen. Nachdem in Kapitel 1.6 der Stand der aktuellen Forschung in humanem
Probenmaterial Blut und Urin behandelt wurde, befasst sich dieser Abschnitt kurz mit dem zu
Beginn dieser Arbeit vorliegenden Forschungsstand der endogenen GHB-Konzentrationen im
Haar. Weitere Informationen zu Forschungsarbeiten zum Thema GHB-Analytik in Haaren, wie
Haaranalysen nach regelmafiger oder einmaliger Aufnahme von GHB oder Haaranalysen zu
Metaboliten von GHB werden im Laufe dieser Arbeit ausfihrlich diskutiert.

Im Vergleich zu anderen Matrices gibt es relativ wenige Publikationen zu endogenen GHB-
Konzentrationen im Haar. Die ersten Studien dazu publizierten 2003 Kintz et al. und Goulle et
al.."®'8 Dje endogenen Konzentrationen variierten von 0,31 ng/mg fir segmentierte
Haarproben bei Goulle et al. '®3 bis zu 12 ng/mg bei unsegmentierten Haarproben bei Kintz
et al.."¥ Der GroRteil der analysierten Proben lag dabei unterhalb von 2 ng/mg, jedoch mit
einigen signifikant hoheren Ausrei3ern. 2014 verdffentlichten Schréck et al. und 2015 Bertol et
al. erneut Studien zu endogenen GHB-Konzentrationen im Haar. Die ermittelten
Konzentrationen lagen dabei bei Schréck et al. fur 27 Haarproben zwischen Werten kleiner
der Nachweisgrenze von 0,1 ng/mg und 1,3 ng/mg [® und bei Bertol et al. fir 30 Haarproben
zwischen nahezu nicht nachweisbarer GHB bis zu Konzentrationen von 5,09 ng/mg.["®"! Ein
Jahr spater wurde eine wesentlich groRere Studie von Vaiano et al. verdffentlicht, in der 150
Haarproben auf ihre endogene GHB-Konzentration hin untersucht wurden. Die
Konzentrationen lagen in einem engen Konzentrationsbereich von 0,27 ng/mg bis
2,84 ng/mg.['8 Eine weitere Studie aus dem Jahr 2016 von Shi et al. kam bei der Analyse von
66 Haarproben zu einem sehr dhnlichen Konzentrationsbereich zwischen 0,28 ng/mg und
4,91 ng/mg GHB.!"®"! Einen Hinweis darauf, dass die Konzentrationen an GHB im Haar im
Gegensatz zu GHB-Konzentrationen in Blut und Urin in postmortalen Proben nicht erhéht sind,
lieferten Castro et al. ebenfalls 2016 in einer Studie von 32 postmortalen Haarproben. Auch in
dieser Studie lagen die ermittelten GHB-Konzentrationen im Haar zwischen 0,16 ng/mg und
3,12 ng/mg, wobei die GHB-Konzentrationen derselben Personen im Blut deutlich

angestiegen waren.[2%]

1.9 Grundlagen der verwendeten Analytik

Die Anforderungen an die Leistungsfahigkeit der Messsysteme fur den Nachweis endogener
Substanzen in der komplexen Matrix Haar sind hoch. Nach der Extraktion gibt es verschiedene
Moglichkeiten der qualitativen und quantitativen Analyse. Im Rahmen des Nachweises von
GHB im Haar haben sich daflir die Methoden der Gaschromatographie (GC) und der
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC oder LC) jeweils gekoppelt mit
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Massenspektrometrie (MS) oder Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) bewahrt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle Substanzen nach der Extraktion aus Haarproben mittels
HPLC-ESI-QQQ-MS/MS  (Hochleistungsflissigkeitschromatographie  mit  Elektrospray-
lonisation und Triple-Quadrupol-Tandem-Massenspektrometrie) analysiert. Hierzu wurde eine
Shimadzu LC20 UFLC und ein AB Sciex APl 4000 Qftrap Tandem-Massenspektrometer
verwendet. Die instrumentellen Grundlagen des hier verwendeten LC-MS/MS-Systems

werden im Folgenden naher erlautert.

1.9.1 Hochleistungsflissigkeitschromatographie

Die aus der jeweiligen Matrix extrahierten Substanzen mussen fir eine erfolgreiche Analyse
zunachst in einer flissigen Phase aufgenommen werden. Bei dieser handelt es sich in den
meisten Fallen um den Eluenten fir die anschlieRende LC-MS/MS-Analyse. Mittels dieses
Eluenten, auch mobile Phase genannt, werden die gelésten Substanzen in einem
Lésungsmittelfluss durch ein Pumpensystem der HPLC Anlage auf eine chromatographische
Saule injiziert. Diese Saule enthalt eine stationare Phase, meist chemisch modifiziertes
Kieselgel, an der die zu analysierenden Substanzen je nach Starke der Wechselwirkung
unterschiedlich retardiert werden. Je starker eine Substanz an einer Saule retardiert wird,
desto spater eluiert diese von der Saule. Dadurch kénnen die Analyten im besten Fall
vollstdndig voneinander getrennt werden und anschlieBend separat mittels
Massenspektrometrie identifiziert und quantifiziert werden.

Die durch die chromatographische Saule erreichte Retardierung beruht auf der Interaktion der
zu trennenden Substanzen mit den funktionellen Gruppen des Saulenmaterials durch
Adsorptions- und Desorptionsmechanismen. Die mobile Phase konkurriert mit der
gebundenen Substanz um die Bindestellen an der Saule. Das bedeutet, die gebundene
Substanz wird dann eluiert, wenn die Polaritat der mobilen Phase so verandert wurde, dass
diese Interaktion Uberwiegt und die vorher gebundene Substanz von den Bindestellen
verdrangt wird. In vielen Fallen erreicht man durch langsame Veranderung der Polaritat der
mobilen Phase, auch Gradientenelution genannt, eine Basislinientrennung der Substanzen
aus einer Probe. Um die erwuinschte Trennung verschiedener Substanzen zu erreichen, gibt
es viele Variablen, die bertcksichtigt werden kénnen. Eine der einfachsten Mdglichkeiten ist
die Anpassung der Polaritat des Laufmittels durch Anderung der Zusammensetzung oder
Tauschen der Losungsmittel. Ein, hinsichtlich der Polaritat, der stationdren Phase dhnelndes
Laufmittel, flhrt zu einer schnelleren Elution der mit der Sdule wechselwirkenden Substanzen
und umgekehrt ein starkerer Polaritatsunterschied zu einer spateren Elution. Zudem kann Gber
den Zusatz von Sauren oder Basen der pH-Wert des Laufmittels verandert werden, um eine
Protonierung oder Deprotonierung der zu analysierenden Substanz und somit eine veranderte

Wechselwirkung mit der stationdren Phase der HPLC-S&ule zu erreichen. Zwei weitere
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Variablen mit geringerem Einfluss auf die Trennleistung sind die Flussrate und die Temperatur
wahrend der Trennung. In Einzelfadllen kann durch Variation einer dieser Parameter der
entscheidende Schritt zur Basislinientrennung gemacht werden, insofern sollte die Moglichkeit
zur Beeinflussung dieser beiden Komponenten nicht prinzipiell ausgeschlossen werden. Die
wichtigste Entscheidung stellt jedoch die Wahl der S&ule dar, da eine Trennung von
Substanzen nicht moéglich ist, wenn keine Interaktion mit dem Sdulenmaterial stattfindet. Daher
gilt es zunachst festzulegen, auf der Grundlage welcher Wechselwirkungen die Substanzen
getrennt werden sollen. 80 % aller chromatographischen Trennungen werden mittels C18/C8
Umkehrphasen (hdhere Polaritdt der mobilen Phase im Vergleich zur stationdren Phase)
gemacht, es gibt jedoch auch die Moglichkeiten der Normalphasentrennung (héhere Polaritat
der stationaren Phase im Vergleich zur mobilen Phase), der

GroRenausschlusschromatographie und der lonenaustauschchromatographie.?°”!

1.9.2 Massenspektrometrie

Der schematische Aufbau eines Triple-Quadrupol-Massenspektrometers ist in Abbildung 12

dargestellt.

Curtain Gas™

Qo ST M ST2 Q2 ST3 Q3 CEM
/ — ] 1 ] Iég :
— O ] I |
\ | 102 Q3 Deflector
Skimmer
Orifice
Q1
Curtain Plate

Abbildung 12: Schematischer Aufbau eines Triple-Quadrupol-Massenspektrometers (verandert nach
AB Sciex APl 4000 Hardware Manual [2081),

Die aufgetrennten Analyten werden mittels Eluent zur lonenquelle transportiert. Im Falle der
Elektrospray-lonisation (ESI) wird durch eine Nadel, an deren Spitze eine elektrische
Spannung mit positiver oder negativer Polaritdt angelegt ist, ein feines Spray erzeugt. Die
lonen werden im elektrischen Feld Richtung Gegenelektrode (Curtain Plate) beschleunigt.

Hohe Temperaturen in der Quelle sorgen daflr, dass das Lésungsmittel verdampft, dadurch
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kommt es zur AbstoRung der geladenen Teilchen und schlieBlich durch Coulombexplosionen
zur Bildung von Mikrotropfchen.?! Ein Teil dieser Mikrotropfchen wird dann durch die
angelegte Spannung an der Curtain Plate durch das Orifice und den Skimmer fokussiert und
in den ersten Quadrupol QO geleitet. Zwischen Curtain Plate und Orifice liegt ein
Stickstoffstrom, das sogenannte Curtain Gas, an. Dieses Gas und der nachgeschaltete
Skimmer verhindern, dass nicht geladene Teilchen oder andere Verunreinigungen in das
Innere des Massenspektrometers gelangen. Darlber hinaus werden die noch verbliebenen
Lésungsmitteltropfchen  vollstandig verdampft, sodass nur noch geladene Teilchen
Ubrigbleiben. Nach dem Skimmer gelangen die zu analysierenden Molekilionen in das
Hochvakuum. Das Innere eines Triple Quadrupol Massenspektrometers besteht aus drei linear
hintereinander angeordneten Quadrupolen. Quadrupole sind Massenanalysatoren mit vier
parallel und quadratisch angeordneten zylindrischen Elektroden, von denen jeweils die zwei
gegenuberliegenden Elektroden dieselbe Polaritat aufweisen. Diese Polaritat kann in sehr
kurzen Zeitabstanden hin und her gewechselt werden, wodurch lonen, die jeweils von zwei
Elektroden abgestolten und von den anderen zwei Elektroden angezogen werden, sich
spiralformig durch den Quadrupol bewegen. Diese Flugbahn beschreiben jedoch nur lonen,
die sich bei der jeweils angelegten Spannung durch ihr spezifisches Masse-zu-
Ladungsverhaltnisses stabil im elektrischen Feld bewegen kdnnen. Andere lonen werden so
durch den Massenanalysator aussortiert und gelangen nicht durch den Quadrupol hindurch.
Der Quadrupol QO direkt am Eingang des Massenspektrometers dient lediglich zur
Fokussierung der lonen und lasst alle lonen unabhangig von ihrem Masse-zu-
Ladungsverhaltnis passieren. Im Quadrupol Q1 und Q3 werden dagegen lonen selektiert und
nur bei einem bestimmten, wahlbaren Masse-zu-Ladungsverhaltnis durchgelassen. Der Q2-
Quadrupol dient in der Mitte der beiden Massenfilter als Kollisionszelle, in der, durch Stéke mit
Gasmolekulen des Collisionally Activated Dissociation (CAD) Gases, Fragmente aus den
vorher im Q1 selektierten lonen erzeugt werden kénnen. Die zwischen den Quadrupolen
befindlichen Stubbies (ST, ST2, ST3) und Interquad Lenses (IQ1, 1Q2, 1Q3) dienen der
Fokussierung und Weiterleitung der lonen. Am Ausgang des Massenspektrometers befindet
sich zur Signalerzeugung der Detektor, haufig bestehend aus einem Deflektor und einer
Elektronenvervielfacherréhre (Channel Electron Multiplier, CEM). Der Deflektor sammelt die
lonen ein und leitet sie zur (")ffnung des CEM, dort wird durch eine Kollision eines
energiereichen Teilchens mit der Oberflache des Detektors aus dessen Oberflache eine
Kaskade von Sekundarelektronen ausgeldst und das Signal somit um ein Vielfaches

verstarkt.[147.208]
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2 Motivation und Aufgabenstellung

GHB st seit vielen Jahren ein kontrovers betrachteter analytischer Parameter. GHB kann
endogen gebildet werden und findet als Wirkstoff Anwendung in der Medizin zum Beispiel zur
Behandlung der neurologischen Erkrankung Narkolepsie. Abseits medizinischer
Anwendungen wird GHB neben dem illegalen Eigengebrauch fur eine Rauschwirkung auch
fur Straftaten verwendet, in denen durch Beibringung von GHB oder GBL, welches dann im
Korper zu GHB umgewandelt wird, das Opfer sediert und widerstandsunfahig gemacht wird.
Aufgrund der einfachen Handhabung und der fehlenden Regulierung durch das BtMG wurde
GHB in vielen solcher Falle durch die Vorlaufersubstanz GBL abgeldst.l'9%2'% Der sichere
Nachweis einer GHB/GBL-Aufnahme ist aus diesen Grinden unter anderem flr die
forensische Toxikologie und die Rechtsprechung in vielen Fallen entscheidend. In einem
solchen Fall kann es sein, dass das Ergebnis einer Haaranalyse der einzige greifbare Befund
ist, der auf eine K.o.-Mittel-Gabe hinweist. Erschwert wird die Beurteilung eines positiven
Nachweises jedoch durch mehrere Faktoren. So muss sichergestellt werden, dass die
ermittelte GHB-Konzentration tatsachlich durch von aufien zugeflihrte GHB zu erklaren ist und
es sich nicht nur um die endogenen GHB-Konzentrationen der jeweiligen Person handelt, da
die GHB-Produktion von Individuum zu Individuum sehr unterschiedlich sein kann. Zudem
macht die kurze Halbwertszeit und somit auch kurze Nachweisbarkeitsdauer von GHB einen
Nachweis aus dem Blut oder Urin in vielen Fallen schwierig bis unmoglich. Die Haaranalytik
fur GHB besitzt das Potenzial dieses Problem der kurzen Nachweisbarkeitsdauer zu umgehen.
Bisher findet sich zur Nachweisbarkeit einer GHB-Aufnahme im Haar jedoch nur wenig

Literatur.

Das Ziel dieser Dissertation ist es, zunachst eine leistungsfahige Methode zum Nachweis und
zur Quantifizierung endogener GHB-Konzentrationen im Haar zu entwickeln. Diese Methode
soll, nach vollstandiger Validierung, zur Bestimmung endogener GHB-Konzentrationen im
Haar genutzt werden. Die ermittelten Werte sollen anschlielend statistisch ausgewertet
werden, um so, auch durch Vergleiche mit anderen Studien, einen Bereich der endogenen
GHB-Konzentrationen im Haar genauer definieren zu konnen. Der Vorteil einer
Zusammenfuhrung von Messdaten mehrerer Studien besteht vor allem in der so erhaltenen
grof3en Probenanzahl, wodurch ein aussagekraftigerer Referenzbereich gebildet werden kann
und auch andere statistische Grof3en vergleichbarer werden. Diese Arbeit soll dartber hinaus
mittels statistischer Auswertung intraindividuelle Unterschiede der vermessenen Haarproben
aufzeigen. Dazu werden Haarproben in mdglichst kleine Segmente unterteilt, einzeln
aufgearbeitet und die Konzentration an GHB bestimmt. Die segmentweise Analyse der Haare
soll ebenfalls Aufschluss dariber geben, ob die GHB-Konzentrationen zum proximalen oder
distalen Ende hin ansteigen oder gleichmaRig verteilt sind. Dartiber hinaus soll in den

vermessenen Haarproben getestet werden, welche Faktoren die ermittelten GHB-
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Konzentrationen im Haar beeinflussen kénnen. Untersucht werden soll zum einen der Einfluss
unterschiedlicher Extraktionsmethoden und zum anderen die Lagerungszeit der Haarproben.
Die entscheidende, bisher kontrovers diskutierte Frage im Rahmen der GHB-Haaranalytik ist,
inwiefern es madglich ist, eine einmalige Aufnahme von GHB nachzuweisen. Fir ein Modell,
das einen solchen Nachweis erlaubt, wird durch die Bestimmung und Eingrenzung maoglicher
endogener GHB-Konzentrationen im Haar der Konzentrationsbereich definiert, der ohne eine
zusatzliche externe Aufnahme von GHB mdglich oder aufgrund statistischer Tests
wahrscheinlich ist. Mochte man sich dem Konzentrationsbereich im Haar ndhern, in dem eine
einmalige Aufnahme von GHB einzuordnen ware, ist es aulerdem sinnvoll, auch den Bereich
eines moglichen oberen Referenzwerts zu kennen, der durch die externe Aufnahme von hohen
Dosen an GHB im Haar erreicht werden kann. Dazu sollen in der vorliegenden Arbeit
Haarproben von Personen untersucht werden, die mit dem Medikament Xyrem® behandelt
werden. Da es sich bei dem Wirkstoff von Xyrem® um das Natriumsalz der Gamma-
Hydroxybuttersaure handelt, ermdglicht die Haaranalyse dieser Personen eine Eingrenzung
der zu erwartenden GHB-Konzentrationen im Haar bei taglicher Einnahme von hohen Dosen
GHB. Diese verabreichten Dosen liegen typischerweise in einem Bereich, der auf nicht an
GHB gewohnte Personen bewusstseinsbeeintrachtigend wirken wirde. Die Haarproben sollen
ebenfalls segmentweise untersucht werden, da so verlasslichere Mittelwerte gebildet werden
kénnen und eine Verteilung der GHB-Konzentrationen Uber das Haar bei regelmaRiger

Aufnahme beurteilt werden kann.

Angesichts des herausfordernden GHB-Nachweises gibt es bereits einige Ansatze, das
Nachweisfenster fir GHB im Blut oder Urin zu verlangern. Dies geschieht auch bei anderen
Substanzen mit kurzer Halbwertszeit bevorzugt Uber den Nachweis der langlebigeren
Metaboliten der eigentlichen Substanz. Auch fir GHB gibt es in dieser Richtung bereits einige
Bemudhungen. Im Rahmen dieser Arbeit soll daher auch untersucht werden, ob sich
verschiedene Metaboliten von GHB, etwa durch eine langere Verweildauer im Blut oder
veranderte chemische Eigenschaften, in der Haarmatrix vermehrt einlagern und dadurch eine
deutlichere Unterscheidung zwischen dem endogenen und nach Aufnahme erreichten GHB-
Level mdglich ist. Ist dies der Fall, kdnnte auf diesem Weg ein Nachweis einer einmaligen
GHB-Aufnahme vereinfacht werden. Daflr ist es Ziel dieser Arbeit sowohl fur die organischen
Sauren Glycolsaure, 2,4-Dihydroxybuttersaure (2,4-DHB) und 3,4-Dihydroxybuttersaure (3,4-
DHB, die als Phase-I-Metaboliten von GHB untersucht werden, als auch fiir den Phase-lI-
Metaboliten GHB-4-Sulfat (GHB-Sulf) eine analytische Methode zum Nachweis in der Matrix
Haar zu entwickeln und diese anschlielend zu nutzen, um bei vorhandenen, bereits auf GHB
untersuchten Proben, die Konzentrationsbereiche der Metaboliten zu bestimmen. Dabei sollen
sowohl endogene Konzentrationen in Haaren als auch die Konzentrationen in den Haarproben

nach Einmalgabe und nach regelmafRiger Einnahme von GHB untersucht werden.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und Reagenzien.

Chemikalie Reinheit/Konzentration Firma
Acetonitril LiChrosolv/® Merck/Supelco (Darmstadt, Deutschland)
Dichlormethan EMSURE® Merck (Darmstadt, Deutschland)

Ethylacetat LiChrosolv ® Merck (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Salzsaure 1 M wéssrige Losung

Natronlauge 1 M wassrige Lésung

LiChrosolv ®

Wasser

Gamma-Hydroxybuttersaure 1 mg/mL Lipomed (Arlesheim, Schweiz)

Lésung in Methanol (Na-Salz)

Gamma-Hydroxybuttersdure-De 100 pg/mL Cerilliant (Round Rock, Texas)

Losung in Methanol (Na-Salz)

Beta-Hydroxybuttersaure (BHB) 95 % Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Ameisensaure HiPerSolv CHROMANORM®  VWR (Darmstadt, Deutschland)

Methanol

LiChrosolv ®

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Ammoniumformiat

Analytische Qualitat (>99 %)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Ammoniumacetat

kristallin, fir Analyse

Riedel-de Haén (Seelze, Deutschland

Ammoniak 25 % EMSURE® Merck/Supelco (Darmstadt, Deutschland)
Glycin Pufferan® = 99 % Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Glycolsaure ReagentPlus® Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
2,4-Dihydroxybuttersaure (Li- 295 % Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Salz)

3,4-Dihydroxybuttersaure (Li- 295 % Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Salz)

GHB-4-Sulfat Sporthochschule (KéIn, Deutschland)

Far den Glycin-Puffer wurden 0,38 g Glycin in 65 mL Wasser geldst und 10 mL Salzsaure (1 M)
hinzugegeben. AnschlieRend wurde der pH-Wert mit Natronlauge (1 M) auf 2,6 eingestellt.

3.2 Probengewinnung

Fur diese Arbeit wurden nach Genehmigung durch die zustdndige Ethik-Kommission
(University of British Columbia: CREB NUMBER: H11-01495, Universitatsklinikum Bonn: AZ
370/13, GielRen: AZ 243/18) und

Einverstandniserklarung zum einen Proben von Freiwilligen gesammelt, die keine GHB

Justus-Liebig-Universitat nach unterzeichneter
konsumiert hatten und bei denen auch von keiner GHB-Aufnahme auszugehen war. Zum
anderen wurden Freiwilligen, die unter Narkolepsie leiden und mit dem Medikament Xyrem®

behandelt wurden, im Rahmen einer Behandlung im Schlaflabor Haare abgenommen. Die
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Haarproben fir die Untersuchung der endogenen Konzentrationen wurden anonym in einem
Friseursalon nach dem Schneiden der Haare eingesammelt. Bei den untersuchten
Haarproben handelte es sich demnach nicht um Proben die direkt Uber der Kopfhaut
abgenommen wurden, sondern um die im Rahmen des gewinschten Haarschnittes
abgeschnittenen distalen Haare. Dabei wurde weder das Geschlecht noch das Alter oder die
Haarbehandlung notiert. Es wurde lediglich vermerkt, ob die Haare vor dem Schneiden langer
als etwa 10 cm lang waren oder kurzer.

Die Haarproben fur die GHB-Analytik nach regelmafiger und nach einmaliger Aufnahme von
GHB wurden den Freiwilligen wenn moglich am Hinterkopf in der posterior vertex Region
abgeschnitten. Dabei wurde jeweils eine bleistiftdicke Strahne 1 mm Uber der Kopfhaut
entnommen. AnschlieRend wurden die Haare nach gultigen Vorgaben bei Raumtemperatur in
Aluminiumfolie gelagert. Ebenfalls nach Genehmigung durch die zustandige Ethik-
Kommission (Universitatsklinikum Bonn: AZ 370/13, Justus-Liebig-Universitat GielRen: AZ
243/18) und unterschriebener Einverstandniserklarung wurden fur diese Arbeit Freiwilligen, die
unter Narkolepsie leiden und mit dem Medikament Xyrem® behandelt wurden, im Rahmen
einer Behandlung im Schlaflabor in Munster (3 Proben) unter der Leitung von PD Dr. Anna
Heidbreder oder im Schlaflabor in Treysa (16 Proben) unter der Leitung von Prof. Geert Mayer
Haare abgenommen. Haarproben aus Munster wurden im Zeitraum 2017/2018 gesammelt
und Haarproben aus Treysa im Zeitraum zwischen Februar 2019 und August 2019. Die
Haarproben aus Munster wurden Anfang 2019 vermessen und die Haarproben aus Treysa
jeweils ein bis vier Wochen nach der Entnahme der Probe. Alle Freiwilligen der vorliegenden
Arbeit, die unter Narkolepsie leiden, wurden vor der Haarabnahme zwischen 1,5 Monaten und
zwolf Jahren unterbrechungsfrei mit dem Medikament Xyrem® behandelt. Die jeweilige Dosis
betrug dabei zwischen 5 und 9g pro Nacht. Die Proben wurden zur Auswertung in
verschiedene Gruppen unterteilt, wofir neben der eingenommenen GHB-Dosis auch die
Haarfarbe, das Alter und das Geschlecht der Personen dokumentiert wurden. In Tabelle 4 sind
neben Alter, Geschlecht, Haarfarbe, Dauer der Xyrem®-Behandlung und der Xyrem®-Dosis

soweit bekannt auch die Comedikation aufgelistet.

Tabelle 4: Gesammelte Daten der 19 Personen mit Xyrem®-Medikation.

Nummer  Alter Mannlich/  Haar- Dosis/  Dosis/ Dauer der Comedikation
[Jahren]  weiblich farbe Nacht Nacht Xyrem®-
[o] [mg/kg] Einnahme
vor Proben-
entnahme
[Monate]
P01 28 m braun 9 78,3 > 48 Venlafaxin
P 02 25 w blond 6 83,3 ~ 96 Clomipramin,

Methylphenidat
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Nummer  Alter Mannlich/  Haar- Dosis/  Dosis/ Dauer der Comedikation
[Jahren]  weiblich farbe Nacht Nacht Xyrem®-
[a] [mg/kg] Einnahme
vor Proben-
entnahme
[Monate]
P 03 18 w braun 7 ~100 ~72 n.b.
P 04 26 w blond 6 82,2 ~ 108 n.b.
P 05 17 w schwarz 5 79,4 ~1-2 n.b.
P 06 17 w blond 9 162,5 ~9 n.b.
P 07 22 w braun 6 45,5 ~9 Methylphenidat
P 08 44 w braun 5,25 41,0 ~9 n.b.
P 09 59 m schwarz/ 8 86,5 ~ 80 n.b.
grau
P 10 45 w braun 5 54,3 >1 n.b.
P11 37 m braun 7,5 51,7 ~30 Ramipril, Bisoprolol,
Ephedrin,
Paroxetin,
Metformin,
L-Thyroxin
P12 21 w braun 7 118,6 >13 n.b.
P13 45 m braun 6 51,3 ~ 148 Pitolisant, Ramipril,
Citalopram,
Simvastatin,
Budesonid,
Lercanidipin,
Gastrozepin,
Metformin,
Azulfidine, Rotigotin
P 14 29 m schwarz 5,5 93,2 ~ 145 n.b.
P 15 55 w grau 9 92,3 ~ 140 Anafranil, Ephedrin,
Omeprazol, ASS,
Metformin, Ramipril,
Topiramat,
Lercanidipin,
Furosemid,
Allopurinol, MCP,
Salbutamol,
Huminsulin
P 16 52 w schwarz 7,5 114,5 ~ 23 Pitolisant,
Venlafaxin
P17 51 w rot 3 31,0 ~91 Ephedrin, Modafinil
P 18 47 w blond 3 35,3 ~ 148 Pitolisant,
Venlafaxin
P 19 22 w braun 8 119,4 ~12 n.b.
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3.3 Statistik

Alle Werte wurden, wenn nicht anders beschrieben, als Mittelwert mit Standardabweichung
(x SD) angegeben. Fur statistische Vergleiche von zwei Gruppen ahnlicher Varianz wurde ein
t-Test durchgefuhrt. Fir statistische Vergleiche von zwei Gruppen unterschiedlicher Varianz
wurde ein Welch-Test durchgefuhrt. Fir den Vergleich mehrerer Gruppen wurde eine Post-
Hoc Varianzanalyse (ANOVA) mit Student-Newman-Keuls Test durchgefihrt. Ein p-Wert

kleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

3.4 GHB-Analytik
3.4.1 Entwicklung einer LC-MS/MS-Methode zur Bestimmung von GHB in Haaren

Zu Beginn wurde eine verdiinnte methanolische GHB-L6sung und GHB-Ds-Ldsung (beide
10 ng/mL) hergestellt und mittels direkter Injektion Uber eine Spritze unter Verwendung der
Software Analyst 1.6.1 ein automatisches Tuning der optimalen massenspektrometrischen
Parameter der Substanzen durchgefihrt. Die so erhaltene Methode enthielt zunachst lediglich
die substanzspezifischen Parameter wie Declustering Potential (DP), Entrance Potential (EP),
Collision Energy (CE) und Collision Cell Exit Potential (CXP). Zur Optimierung dieser und der
geratespezifischen Parameter wie Curtain Gas (CUR), lon Spray Voltage (IS), Temperatur
(Temp), Gas 1 (GS1) und Gas 2 (GS2) wurde anschlieiend nach Kopplung mit einer HPLC-
Anlage Uber die Flow Injection Analysis (FIA) eine GHB/GHB-De-Losung mit 1,0 ng/mL
zunachst ohne analytische Saule fir die Optimierung eingesetzt. Die Optimierung wurde
mehrfach wiederholt und sowohl automatisch als auch manuell durchgefihrt, um die besten

Bedingungen fir die GHB-Analytik zu finden.

Neben der lonisation mit Electrospray lonisation (ESI) wurde auch die lonisation mittels

Atmospheric Pressure Chemical lonisation (APCI) getestet.

Die ESI Messungen wurden im negativen Multiple Reaction Monitoring (MRM) Modus mit den
folgenden, auch in Tabelle 5 dargestellten, Quellen- und Gas-Parametern durchgefuhrt.
IS -4200 V, CUR (N2) 30 psi, GS1 und GS2 (N2) 40 psi und 70 psi, DP -50 V, EP -10 V und
Temperatur 650 °C.

Tabelle 5: Optimierte MS/MS-Bedingungen fir die GHB-Analytik im Haar.

Substanz IS CUR GS1/Gs2 DP EP Temp Verweilzeit CE CXP

(Massenlbergange [m/z]) [V] [psi] [psi] V] V] [°C] [ms] [V] [V]

GHB_T (103 zu 57) 700 -20 -1

GHB_Q (103 zu 85) 700 -14 -5
-4200 30 40/70 -50 -10 650

GHB-De_T (109 zu 61) 150 -20 -1

GHB-Ds_Q (109 zu 90) 150 -14 -1




Materialien und Methoden 40

Chromatographische Trennung

Im Anschluss an die Optimierung der MS-Bedingungen wurden verschiedenste
Laufmittelzusammensetzungen und analytische S&ulen getestet, um eine gute Retention
(>1min) der Substanz GHB zu erreichen. Die getesteten Saulen und

Laufmittelzusammensetzungen waren:

Allure PFPP 5um50x2,1 mm Restek

Luna C18(2) 5um 100 A 100 x 2 mm Phenomenex
Nucleoshell RP 18 plus 2,7 um EC 100 x 2 mm Macherey Nagel
Nucleoshell Bluebird RP18 2,7 um EC 100 x 2 mm Macherey Nagel
Nucleodur PFP 5umEC50x2mm Macherey Nagel
Symmetry C18 3,5um4,6 x75 mm Waters

10% MeOH 90% H20 (+ 2 mL AS / NH3/ 1 mM Ammoniumacetat)
50% MeOH 50% H20 (+ 1 mM Ammoniumacetat)

90% MeOH 10% H20

10% ACN (+ 2 mL AF, 2 mL AS) 90% H20 (+ 2 mL AF, 2 mL AS)

90% ACN 10% H20

Die chromatographische Trennung wurde letztendlich mittels der Symmetry 3,5 ym C18 Saule
(4,6 x 75 mm) von Waters (Eschborn, Deutschland) mit einer Vorsaule EC 4/2 Universal RP
von Macherey-Nagel (Duren, Deutschland) erreicht. Die Proben wurden von einem Shimadzu
Sil-20A HT Autosampler mit zwei LC-20AT Pumpen injiziert. Die mobile Phase bestand aus
10 % Acetonitril (B) und 90 % Wasser (A), beides mit 0,2 % Ammoniumformiat und 0,2 %
Ameisensaure versetzt. Die Flussrate betrug 0,3 mL/min, zunachst wurde mit 10 % L6sung B
uber 3 min gestartet. AnschlieRend wurde Uber 2 min auf 95 % B erhoht, fir 1 min 95 %
gehalten und dann direkt auf 10 % B zurtickgesetzt. Am Ende des Programms wurde fir 4 min
mit 10 % von Lésung B gespllt. Der gewahlte Laufmittelgradient ist in Tabelle 6

Zusam mengefasst.

Tabelle 6: Gewahlter Laufmittelgradient fiur die GHB-Analytik im Haar.

Flussrate [mL/min] Anteil Laufmittel B [%)] Laufzeit [min]
0,3 10 3
0,3 95 2
0,3 95 1
0,3 10 -

03 10 4
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Die quantitative Analyse wurde mittels linearer Regression durch die Software Analyst (Applied

Biosystems) in den Versionen 1.6.1 und 1.7 durchgeflhrt.

Dekontamination der Haarproben

Fur die Dekontamination der Haarproben wurden die vorgeschlagenen Richtlinien der Society
of Hair Testing befolgt. Alle Waschlosungen der einzelnen Schritte wurden auf

ausgewaschene GHB getestet. Die verwendeten Waschlésungen waren:

1. Methanol 5 min
2. etwa 60 °C heil3es Wasser 5 min
3. etwa 60 °C heil3es Wasser 5 min
4

Dichlormethan 5 min

Da Wasser und Methanol die Haarmatrix aufquellen lassen und somit mutmalfilich zu
Auswascheffekten flhren konnen, wurde auflerdem eine Probenvorbereitung ohne die
Waschldsung mit heilBem Wasser und eine nur mit Dichlormethan getestet.

Die gewaschenen Haare wurden anschlieBend bei 55 °C Uber Nacht getrocknet und
anschlieRend gegebenenfalls vom proximalen Ende zum distalen Ende hin in Segmente
unterteilt. Fir die folgende Extraktion wurden zwei mdgliche Extraktionsmethoden getestet.

Pulverisierung und Ultraschall-Extraktion

Fur die Extraktion mittels Ultraschall wurden die abgeteilten Segmente zusammen mit kleinen
Stahlkugeln in eine Pulvermihle Gberfihrt und fur 30 min mit einer Frequenz von 30 Hz
geschittelt. Von dem erhaltenen Pulver wurden etwa 10 mg in ein Spitzglas préazise
eingewogen. Anschlielend wurde der interne Standard GHB-Ds (10 ng/mg) und 0,5 mL
Methanol zu dem Haarpulver gegeben und das Glas fir zwei Stunden im Ultraschallbad
belassen. Die Probe wurde 10 min bei 2500 x g zentrifugiert und der organische Uberstand
abgenommen und im Stickstoffgegenstrom bei Raumtemperatur eingedampft. Der Riickstand
wurde in 70 uL der mobilen Phase (90 % Wasser, 10 % Acetonitril jeweils mit 0,2 %
Ammoniumformiat und 0,2 % Ameisensaure versetzt) aufgenommen. 10 yL der so

vorbereiteten Probe wurden tber das LC System in das Massenspektrometer injiziert.

Denaturierung durch Natronlauge und Flussig-Flissig-Extraktion

Fur die alkalische Hydrolyse mittels Natronlauge wurden zunéchst etwa 10 mg Haare préazise
in ein Glasroéhrchen eingewogen und anschlie3end 0,5 mL Natronlauge (1 M) und der interne
Standard (10 ng/mg) hinzugegeben. Die Probe wurde fir 30 min bei 100 °C im Ofen inkubiert,
bis sich die Haare vollstandig aufgeldst hatten und eine klare Flussigkeit entstanden war. Nach

5 min, in denen die Probe auf Raumtemperatur abkihlte, wurden 0,5 mL Salzsdure (1 m),
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0,5 mL Glycin-Puffer (0,2 M, pH 2,6) und 0,5 mL gesattigte Natriumchlorid-Losung zugegeben.
Nach der Zugabe von 3 mL Ethylacetat wurde die Probe fir 2 min geschittelt und
anschlieRend fur 10 min bei 2500 x g zentrifugiert. Der organische Uberstand wurde
abgenommen, bei Raumtemperatur im Stickstoffstrom eingedampft und der Ruickstand in
70 pL der mobilen Phase, bestehend aus 90 % Wasser und 10 % Acetonitril beides mit 0,2 %
Ammoniumformiat und 0,2 % Ameisensaure versetzt, aufgenommen. 10 pL der so

vorbereiteten Probe wurden tber das LC System in das Massenspektrometer injiziert.

Reinigung des Haarextraktes mittels Festphase

Zur Aufreinigung des Haarextraktes nach der Flussig-Flussig-Extraktion und um die im LC-
MS/MS-Chromatogramm auftretenden Stérpeaks zu verringern, wurden verschiedene
Reinigungsschritte an der Festphase getestet. Dabei wurden verschiedene fiur die GHB-
Analytik prinzipiell geeignete Typen an Festphasensaulen getestet. Dabei handelte es sich
unter anderem um eine Clean-Up® CUQAX156 S&ule der Firma UCT (Bristol, England) mit
quartaren Aminen und Chlorid lonen im Sorbens. Diese Art der Saule ist geeignet, um Anionen
zu extrahieren. AulRerdem wurde eine Isolute® HCX Saule der Firma Biotage (Uppsala,
Schweden) mit gemischten S&ulenmaterialien verwendet, wobei sowohl nicht polare Cs-
Gruppen als auch starke Kationenaustauscher-Gruppen mit SOs-Gruppen enthalten sind.
Diese Art der Festphase wird vor allem fur die Extraktion von basischen Analyten empfohlen.
Zusatzlich wurden zwei speziell fur die GHB-Analytik empfohlene SPE-Saulen getestet, fiir die
jedoch vom Hersteller keine genaueren Angaben Uber die verwendeten Materialien des
Sorbens vorlagen. Dabei handelte es sich um die Saulen Clean Screen® GHB der Firma UCT
(Bristol, England) und Novum™ SLE der Firma Phenomenex (Aschaffenburg, Deutschland).
Alle Extraktionsverfahren wurden auf die Extraktion von GHB aus Haaren angepasst, da keine

der Saulen speziell fir die Haaranalytik eine Extraktionsvorschrift zur Verfligung stellte.

3.4.2 Methodenvalidierung

Die Validierung wurde nach den Richtlinien der GTFCh zur Qualitatssicherung bei forensisch-
toxikologischen Untersuchungen durchgeflhrt, unter Beachtung der Anhdnge B
(Anforderungen an die Validierung von Analysemethoden) und C (Anforderung an die
Untersuchung von Haarproben). Die Validierungsdaten wurden unter Verwendung des
Programmes Valistat® 2.0 (Arvecon GmbH, Walldorf, Deutschland) gesammelt, ausgewertet
und beurteilt.
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Leermatrix

Fir die Leermatrix wurden initial Proben von verschiedenen Personen gemessen, um
mdglichst substanzfreie Proben zu finden. Haarproben, in denen die GHB-Konzentration
unterhalb des Detektionslimits lag, wurden anschlieRend als Leermatrix definiert und fir die
Validierung genutzt. Da GHB immer auch endogen vorliegt, ist es fur diesen Analyten nicht

mdglich, eine analytenfreie Leermatrix zu erhalten.

Selektivitdt und Spezifitat

Es wurden sechs der zuvor als Leermatrix definierten Proben mit verschiedenen
Aufarbeitungsmethoden auf Peaks analysiert, die die Detektion von GHB stéren kénnten. Es
wurden diese sechs Proben als Nullmatrix (mit internem Standard) untersucht, um eine
Stérung durch den internen Standard auszuschlieBen. Zur Uberprifung der Spezifitat der
Methode wurden Proben mit Beta-Hydroxybuttersaure (BHB) versetzt, da dies einen ebenfalls
endogen im Haar vorkommenden Analyten darstellt, der aufgrund seiner ahnlichen Struktur zu
Interferenzen fihren kénnte. Zudem wurden mogliche Interferenzen mit dem verwendeten

Glycin-Puffer Uberpruft.

Linearitat

Zur Bestimmung der Linearitat wurden acht Kalibratoren mit den Konzentrationen 0,25; 0,5;
1,0; 2,5; 5,0; 10; 20 und 50 ng/mg hergestellt. Dazu wurden methanolische Lésungen von GHB
und GHB-Ds zu 10 mg Aliquoten Leermatrix gegeben und 10 min bei Raumtemperatur
aquilibriert.  Zum Nachweis der Linearitdt wurde von jedem Standard sechs
Wiederholungsmessungen durchgefuhrt. Anschlielend wurden die Peakflachenverhaltnisse
(Analyt/IS) gegen die Sollkonzentrationen der Kalibratoren aufgetragen und diese mittels
Grubbs-Test  (Signifikanzniveaus: 95% und 99 %) Uberprift. Der Test auf
Varianzenhomogenitat erfolgte mittels Cochran-Test Uber alle Konzentrationen (Signifikanz:
99 %). Bei gegebener Varianzhomogenitat (Homoskedastizitat) erfolgte eine einfache lineare
Regression, deren Ergebnis mittels Linearitatstest nach Mandel (Signifikanz: 99 %) gepruft

wurde.

Genauigkeit

Zur Bestimmung der Genauigkeit wurden homogene Pools mit Leermatrix von drei
verschiedenen Konzentrationen hergestellt, niedrig (0,25 ng/mg), mittel (2,5 ng/mg) und hoch
(25 ng/mg) im Vergleich zum Kalibrationsbereich. Die Pools wurden zu jeweils flnf einzelnen
Proben aliquotiert, unter normalen Bedingungen gelagert und an finf verschiedenen Tagen

jeweils doppelt analysiert. Aus den erhaltenen Werten jeder Konzentration wurde der
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Mittelwert bestimmt und zur Bestimmung des systematischen Fehlers wurde der Bias in
Prozent herangezogen. Bias-Werte innerhalb eines Intervalls von £ 15 % (+ 20 % nahe der
Bestimmungsgrenze) galten als akzeptabel.

Der Bias wurde nach folgender Formel berechnet:

X —
Bias [%] = " u>!<100%

X Mittelwert aller Bestimmungen

¥ Sollwert

Die Laborprazision wurde durch Messen der Proben an unterschiedlichen Tagen ermittelt,
wodurch der Zeitfaktor ,Tag* variiert wurde.
Dazu wurde die relative Standardabweichung nach folgender Formel berechnet:
\sZ + s?

RSD(1[%] = % * 100 %
RSD(r) tagesverschiedene Laborprazision
S; Wiederholvarianz
s = MS,,  MS,, mittleres Abweichungsquadrat innerhalb der Tage

St Varianz zwischen den Tagen

st = MSbg~MSwg MS,, mittleres Abweichungsquadrat zwischen den Tagen
n

MS,,, mittleres Abweichungsquadrat innerhalb der Tage
n Anzahl der Wiederholungen pro Tag
X Mittelwert aller Bestimmungen
Die Wiederholprazision wurde durch Doppelbestimmung der oben beschriebenen Proben

nach der folgenden Formel berechnet:

T

S
RSD(ry[%] = \/; %100 %

RSD ) Wiederholprazision
s? Wiederholvarianz

X Mittelwert aller Bestimmungen

RSD-Werte von < 15 % (20 % nahe der Bestimmungsgrenze) galten als akzeptabel.
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Stabilitat

Zur Uberpriifung der Stabilitdt von aufgearbeiteten Proben wurde jeweils Leermatrix, versetzt
mit einer niedrigen (1,0 ng/mg) und einer hohen (25 ng/mg) Konzentration relativ zum
Kalibrationsbereich, sechsmal aufgearbeitet, die Proben anschlieRend vereinigt und wieder
auf sechs Aliquote aufgeteilt. Die erhaltenen Aliquote wurden dann Uber einen gangigen
Zeitraum einer Analysenserie von funf Stunden (eine Probe pro Stunde) analysiert. Die
erhaltenen absoluten Peakflachen wurden mittels linearer Regressionsanalyse miteinander
verglichen.

Eine signifikant negative Steigung der Regressionsgeraden weist auf Instabilitdt des
entsprechenden Analyten in aufgearbeiteten Proben hin. Die maximal akzeptable Abnahme
der Peakflachen Uber den Testzeitraum betrug bei Verwendung deuterierter Standards 25 %.
Des Weiteren wurden die sechs Proben von jeder Konzentration anschliefend fiir 20 Stunden
eingefroren und wieder aufgetaut, dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt und die Proben
danach erneut analysiert. Der Mittelwert der so gemessenen Proben wurde mit dem Mittelwert
der ohne Behandlung analysierten Proben verglichen.

Der Mittelwert der Stabilitatsproben sollte innerhalb von 90-110 % des entsprechenden
Kontrollprobenmittelwertes, das 90 % Konfidenzintervall der Stabilitatsproben innerhalb 80—

120 % des entsprechenden Kontrollprobenmittelwertes liegen.

Matrixeffekte und Wiederfindung

Es wurden funf verschiedene Leermatrixproben auf folgende Art und Weise aufgearbeitet:
1. Aufarbeitung und Extraktion nach Zusatz von einer niedrigen (1,0 ng/mg) und einer hohen
(25 ng/mg) Konzentration bezogen auf den Kalibrationsbereich.

2. Aufarbeitung und Extraktion, anschlielender Zusatz von einer niedrigen (1,0 ng/mg) und

einer hohen (25 ng/mg) Konzentration.

3. Zusatz von einer niedrigen (1,0 ng/mg) und einer hohen (25 ng/mg) Konzentration zur
methanolischen Lésung (ohne Matrix).

Die Matrixeffekte wurden als Verhaltnis der absoluten Peakflachen der gespikten Extrakte (2.)
zu den Peakflachen der methanolischen Lésungen (3.) berechnet. Das Akzeptanzintervall lag
bei +25%. Bei der Standardabweichung des Matrixeffektes galten bei Verwendung
deuterierter interner Standards 25 % als akzeptabel. Die Wiederfindung wurde als Verhaltnis
der absoluten Peakflachen der gespikten Haare (1.) zu den Peakflachen der gespikten
Extrakte (2.) berechnet. Die Extraktion sollte reproduzierbar und mit hohen
Wiederfindungsraten beziehungsweise Extraktionsausbeuten, maoglichst grofler als 50 %
erfolgen.

Zusatzlich wurden die Matrixeffekte fUr den internen Standard bei der verwendeten

Konzentration von 10 ng/mg berechnet.
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Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze (LoD) ist definiert als die kleinste Konzentration, die im Rahmen der
Analytik einer Substanz noch bestimmt werden kann, sodass die Identifizierungskriterien
eingehalten werden. Die Bestimmungsgrenze (LoQ) ist definiert als die kleinste Konzentration,
die mit einem akzeptablen Bias (+ 20 %) und akzeptablen Prazisionsdaten (RSD < 20 %)
bestimmt werden kann.

Fur die Bestimmung dieser beiden Grolien wurde in der vorliegenden Arbeit nach DIN 32645
gearbeitet.?"

Fir die Bestimmung des LoD und LoQ wurden funf verschiedene Kalibratoren (inklusive 10 mg
Leermatrix) hergestellt, alle im Bereich der zu erwartenden Nachweis- und
Bestimmungsgrenze. Die Nachweisgrenze wurde zuvor mittels Signal-Rausch-Verhaltnis
abgeschatzt. Nach Analyse der Kalibratoren wurden fir die Nachweisgrenze die
Peakflachenverhaltnisse (Analyt/IS) des schwachsten lons (Qualifier-lon) und fir die
Bestimmungsgrenze die Peakflachenverhaltnisse (Analyt/IS) des Target-lons gegen die
Sollkonzentration des Kalibrators aufgetragen. Nach linearer Regression konnten die

Nachweis- und Bestimmungsgrenze nach folgenden Formeln berechnet werden:

_ 1,1, X2 _ 1 1 (Xpg—X)?
XNG = Sxy ¥ tra * —+;+Q—x XBG—k*sxO*tf,a*\/;+;+—

m Qx

Sx, Verfahrensstandardabweichung Qx Summe der Abweichungsquadrate
n Anzahl der Kalibrationsniveaus t Quantil der t-Verteilung

m Anzahl der Messungen X Gehaltsgrole

k relative Ergebnisunsicherheit (3) «a Signifikanzniveau (0,01)

NG Nachweisgrenze BG Bestimmungsgrenze

lonenverhaltnis

Das lonenverhaltnis der lonenibergange im MRM Modus vom 2. lonenlibergang (Qualifier)
zum 1. lonenubergang (Target) wurde uberpruft, indem fur jeden Kalibrationsstandard ein
Mittelwert des relativen lonenverhaltnisses aus sechs Einzelbestimmungen ermittelt wurde.
Bei einem relativen lonenverhaltnis von

> 50 % wurde ein 20 % Toleranzintervall, bei

> 20-50 % ein 25 % Toleranzintervall, bei
> 10-20 % ein 30 % Toleranzintervall und bei
<10 % ein 50 % Toleranzintervall,

bezogen auf das ermittelte lonenverhaltnis in Realproben, akzeptiert.
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3.4.3 Messungen zu endogenen GHB-Konzentrationen in Haaren

Zu Beginn wurden 58 gesammelte Haarproben von Personen ohne bekannte GHB-Aufnahme
zeitnah auf ihre endogenen GHB-Konzentration hin untersucht. Die verwendeten Haarproben
G1 bis G67 wurden nicht direkt am Kopf entnommen, es handelte sich um distale
Haarabschnitte. Fur die Proben G13, G18, G22, G23, G31, G34, G43, G45 und G59 stand

kein ausreichendes Probenmaterial zur Verfigung.

Die Haare wurden nach dem oben beschriebenen Verfahren zunachst gewaschen und
getrocknet. Die Haare wurden prézise eingewogen und dann nach der ebenfalls oben
beschriebenen Extraktionsmethode durch Denaturierung und anschlieBende Flissig-Flissig-
Extraktion zusammen mit jeweils einer Leermatrixprobe, einer niedrigen und einer hohen
Kontrolle aufgearbeitet und per LC-MS/MS analysiert. Diese Ergebnisse wurden zusammen
mit einem Kollektiv von 96 weiteren Haarproben von freiwilligen Probanden, die kein GHB
eingenommen hatten und die in einer Studie unter derselben Leitung an der British Columbia
Universitat in Kanada gesammelt und segmentweise analysiert wurden, ausgewertet. Von den
96 Profilen wurden neun vor der Auswertung verworfen, da mehr als drei Segmente fir die
Auswertung fehlten. Die verbliebenen 87 Haarprofile enthielten 61 Haarproben weiblicher
Probandinnen und 26 Haarproben mannlicher Probanden.

Lagerungsstabilitédt von GHB in Haarproben

Es wurden einige der im Labor vorhandenen zwei bis acht Jahre gelagerten Riickstellproben,
nach vorheriger Aufreinigung, segmentweise untersucht. Diese Proben wurden urspriinglich
nicht zu diesem Zweck entnommen und wurden dementsprechend bei Abnahme nicht auf ihre

endogenen GHB-Konzentrationen untersucht.

Zusatzlich wurde eine dickere etwa 20 cm lange Haarstrahne (nicht direkt am Kopf
entnommen) in schmalere Stradhnen geteilt. Diese Haarstrdhnen wurden zunachst jeweils im
Abstand von etwa einem Monat und spater in gréReren Abstidnden segmentweise untersucht.
Die jeweilige Strahne wurde dabei immer erst einen Tag vor der Aufarbeitung durch die
Waschschritte gereinigt, sodass eventuelle externe oberflachliche Kontaminationen durch die

Lagerung entfernt wurden.

3.4.4 Messungen zu GHB-Konzentrationen in Haaren nach regelmaRiger Aufnahme von GHB

Es wurden Haarproben von 19 Personen die alle mit dem Medikament Xyrem® behandelt
wurden, im Bereich des Hinterkopfes direkt an der Kopfhaut abgeschnitten und anschlieend
in Aluminiumfolie bei Raumtemperatur gelagert. Drei der Freiwiligen kamen aus dem
Schlaflabor des Uniklinikums in Minster, die Proben dort wurden in den Jahren 2017/2018

gesammelt. Die anderen 16 Freiwilligen kamen aus dem Schlaflabor in Treysa und die Proben
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wurden dort zwischen Februar 2019 und August 2019 gesammelt. Die Analysen der
Haarproben aus Minster wurden innerhalb eines Jahres, die der Haarproben aus Treysa
innerhalb eines Monats nach der Entnahme durchgefihrt. Neben dem Alter, Geschlecht,
Korpergewicht und der Haarbehandlung der Probanden wurden auch die aktuelle tagliche
Xyrem®-Dosis und die Dauer der Xyrem®-Einnahme dokumentiert. In Tabelle 7 sind zusétzlich
die untersuchte gesamte Haarlange und die Anzahl und L&ange der untersuchten

Segmentabschnitte gezeigt.

Tabelle 7: Gesammelte Daten der 19 Personen mit Xyrem®-Medikation inklusive der untersuchten

Haarlange und der untersuchten Segmente.

Nummer Alter Geschlecht Dosis/ Dosis/  Dauer der Untersuchte Untersuchte
[Jahren] Nacht Nacht Xyrem®- Haarlange Segmente
[a] [mg/kg] Einnahme vor [cm]
Probenentnahme
[Monaten]
PO1 28 m 9 78,3 > 48 6 S1-6: 10 mm
P02 25 w 6 83,3 ~ 96 5 S1-10: 5 mm
P03 18 w 7 ~100 ~72 3 S1-10: 3 mm
P04 26 w 6 82,2 ~ 108 3 S1-10: 3 mm
P05 17 w 5 79,4 ~1-2 1,5 S1-5: 3 mm
P06 17 w 9 162,5 ~9 3 S1-6: 5 mm
P07 22 w 6 45,5 ~9 6,2 S1: 7 mm,
S2-6: 5 mm,
S7-9: 10 mm
P08 44 w 5,25 41,0 ~9 3 S1:10 mm,
S2: 20 mm
P09 59 m 8 86,5 ~ 80 15 S1:10 mm,
S2-3: 20 mm,
S4: 30 mm,
S5: 70 mm
P10 45 w 5 54,3 >1 1,5 S1-3: 5mm
P11 37 m 7,5 51,7 ~ 30 3 S1-2: 3 mm,
S3: 4 mm,
S4-7:5mm
P12 21 w 7 118,6 >13 3 S1-6: 5 mm
P13 45 m 51,3 ~ 148 1 S1:10 mm
P14 29 m 5,5 93,2 ~ 145 3 S1-10: 3 mm
P15 55 w 92,3 ~ 140 3 S1-10: 3 mm
P16 52 w 7,5 114,5 ~ 23 9 S1-3: 30 mm
P17 51 w 31,0 ~91 5 S1-5: 10 mm
P18 47 w 35,3 ~ 148 3 S1-10: 3 mm
P19 22 w 8 119,4 ~12 6 S1-2: 5 mm,

S3-7: 10 mm
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Die Dosen reichten dabei insgesamt von 3 bis 9 g Xyrem® pro Nacht. Die gesammelten
Haarproben waren zwischen 1 und mehr als 15 cm lang. Aufgrund der geringen Menge an zu
Verfigung stehendem Probenmaterial, konnten die Analysen in der Regel nur einmal
durchgefuhrt werden. In zwei Fallen (P08 und P13) waren die entnommenen Haarstrdhnen so
dinn, dass nur maximal ein bis zwei Segmente erhalten werden konnten. Die 19 Haarstrdhnen
beinhalteten Proben von 14 Frauen und funf Mannern. Von diesen 19 Personen erhielten zwei
(P05 und P10) das Medikament Xyrem® erst zwischen ein und zwei Monaten. Daher wurden
in diesen Féllen lediglich die Ergebnisse der ersten 1,5 cm fr die Auswertung der Mittelwerte

verwendet.

3.4.5 Methodenvergleich zweier Aufarbeitungsmethoden

Fur den Vergleich zweier unterschiedlicher Aufarbeitungsmethoden wurden die von den
Haarproben der Personen mit Xyrem®-Medikation vorhandenen Riickstellproben zun&chst
nach dem gleichen Schema gewaschen wie zuvor. Die geschnittenen Haarsegmente wurden
dann mittels Kugelmdihle zu Pulver gemahlen und anschlieRend wie unter 3.4.1 beschrieben
uber eine Ultraschallextraktion aufgearbeitet. Die dabei untersuchten Segmentabschnitte sind
in Tabelle 8 gezeigt. Die Lange der Segmente musste dabei an die Aufarbeitungsmethode
angepasst werden, sodass die Lange der Segmente hier nicht immer denen der vorherigen
Aufarbeitungsmethode entsprach.

Tabelle 8: Daten der Personen, deren Riickstellproben erneut mit einer zweiten Extraktionsmethode

auf GHB untersucht wurden.

Nummer Alter Geschlecht Dosis/ Dosis/ Dauer der Untersuchte Untersuchte
[Jahren] Nacht Nacht Xyrem®- Haarlange Segmente
[a] [mg/kg] Einnahme vor [cm]
Probenentnahme
[Monaten]
P05 17 w 5 79,4 ~1-2 15 S1-5:3 mm
P06 17 w 162,5 ~9 3 S1-6: 5 mm
PO7 22 w 6 45,5 ~9 6 S1-4: 5 mm,
S5-8: 10 mm
P08 44 w 5,25 41,0 ~9 2 S1: 20 mm,
P10 45 w 5 54,3 >1 2,5 S1:10 mm,
S2:15 mm
P11 37 m 7,5 51,7 ~30 3 S1-2: 5 mm,
S3—-4:10 mm
P12 21 w 7 118,6 >13 5 S1-5: 10 mm
P14 29 m 5,5 93,2 ~ 145 5,5 S1-4: 5 mm,
S5: 10 mm,

S6: 15 mm
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Nummer Alter Geschlecht Dosis/ Dosis/  Dauer der Untersuchte Untersuchte
[Jahren] Nacht Nacht Xyrem®- Haarlange Segmente
[a] [mg/kg] Einnahme vor [cm]
Probenentnahme
[Monaten]
P15 55 w 9 92,3 ~ 140 5,5 S1: 5 mm,
S2-4: 10 mm,
S5:20 mm
P16 52 w 7,5 1145 ~ 23 4 S1-2: 20 mm
P18 47 w 3 35,3 ~ 148 6,5 S1: 5 mm,
S2-4: 10 mm,
S5: 30 mm
P19 22 w 8 119,4 ~12 8 S1-2: 15 mm,
S3: 20 mm,
S4: 30 mm

3.4.6 Messungen zu GHB-Konzentrationen in Haaren nach Einmalgabe von GHB

Einem freiwilligen Probanden wurden zweimal im Abstand von 7,5 Wochen jeweils etwa 2,4 ¢
Na-GHB (Somsanit™) verabreicht (Einverstandniserklarung liegt vor). Diese Menge entspricht
bei einem Korpergewicht von 76,5 kg einer Dosis von 31,4 mg/kg Korpergewicht und damit
einer niedrigen therapeutischen Dosis, wie zum Beispiel zur Behandlung von Personen mit
Narkolepsie. Es wurden Haarproben vor der Einnahme, eine Woche nach der ersten
Einnahme, sechs Wochen nach der ersten Einnahme und neun Wochen nach der zweiten
Einnahme entnommen. Die Proben wurden wie bereits beschrieben gewaschen und
segmentiert (auRer die vor der Einnahme als individuelle Referenzprobe entnommenen
Haare), anschlieBend mittels Hydrolyse durch Natronlauge aufgearbeitet und analysiert. Dabei
wurden die kopfnahen 3 oder 5 cm in moglichst kleine Abschnitte unterteilt, sodass mindestens
10 mg Probenmaterial pro Segment gewonnen werden konnte. Fur die Haaranalyse der
Referenzprobe vor der GHB-Einnahme wurden abgeschnittene Haarspitzen sehr klein zerteilt,

homogenisiert und analysiert.

3.5 GHB-Metaboliten-Analytik

3.5.1 Entwicklung einer LC-MS/MS-Methode zur Bestimmung von GHB-Sulf, Glycolsaure, 2,4-
Dihydroxybuttersaure und 3,4-Dihydroxybuttersaure in Haaren

Zu Beginn wurde eine verdinnte methanolische Losung der verschiedenen Metaboliten
(10 ng/mL) hergestellt und mittels direkter Injektion Uber eine Spritze injiziert und mit der
Software Analyst 1.7 ein automatisches Tuning der Substanzen durchgefiihrt. Wie bereits in

Kapitel 3.4.1 beschrieben wurde anschlieRend nach Kopplung mit einer HPLC-Anlage Uber
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die FIA eine Losung der verschiedenen Metaboliten (1,0 ng/mL — 1,0 pg/mL) zun&chst ohne
analytische Saule fur die Optimierung eingesetzt. Die Optimierung wurde mehrfach wiederholt,
um die am besten aufeinander abgestimmten Bedingungen zu finden. Die ESI Messungen
wurden fur GHB-Sulf im negativen MRM Modus unteranderem mit den folgenden Quellen- und
Gas-Parametern durchgefihrt. 1S -4200 V, CUR (N2) 30 psi, GS1 und GS2 (N») 40 psi und
70 psi, EP -10 V, DP -50 V und Temperatur 650 °C.

Precursor- und Produktionen wurden fir die anderen Metaboliten im negativen MRM Modus
unter anderem mit den folgenden Quellen- und Gas-Parametern gemessen. IS -4500 V, CUR
(N2) 12 psi, GS1 und GS2 (N2) 65 psi und 50 psi, EP -10 V und Temperatur 650 °C. Die
Quellen- und Gas-Parameter sind in den Tabellen 9 und 10 im Detail dargestellt, wobei jeweils
fur GHB-Sulf die Massenubergédnge von 182,8 zu 96,9 und 79,8, fur 2,4-DHB die
Massenibergange von 119 zu 101 und 72,9, fir 3,4-DHB die Massenlibergange von 119 zu
59 und 100,9 und fur Glycolsaure die Massenibergange von 74,8 zu 46,8 und 44,9 detektiert
wurden und fir GHB-Ds die Massenitbergdnge von 109 zu 61 und 90. Die quantitative

Auswertung wurde mittels linearer Regression und der Software Analyst 1.7 durchgefihrt.

Tabelle 9: Optimierte MS/MS-Bedingungen fur die GHB-Sulf-Analytik im Haar.

Substanz IS CUR GS1/GS2 EP DP Temp Verweilzeit CE CXP

(Massenlbergénge [m/z]) [V] [psi] [psi] [Vl [V] [°C] [ms] [Vl [V]

GHB-Sulf_T (182,8 zu 96,9) 250 22 -3

GHB-Sulf_Q (182,8 zu 79,8) 150 -68 -3
-4200 30 40/70 -10  -50 650

GHB-De_T (109 zu 61) 100 20 -1

GHB-Ds_Q (109 zu 90) 100 14 -1

Tabelle 10: Optimierte MS/MS-Bedingungen fir die Analytik von Glycolsaure, 2,4-DHB und 3,4-DHB
im Haar.

Substanz IS CUR GS1/GS2 EP Temp DP Verweilzeit CE CXP
(Massenlbergénge [m/z]) [V] [psi]  [psi] [Vl [°C] [VI [ms] VI [V
Glycolsaure_T (74,8 zu 46,8) -40 250 -17 -5
Glycolsaure_Q1 (74,8 zu 44,9) -40 250 -17 -5
2,4-DHB_T (119 zu 101) -40 250 -16 -8
2,4-DHB_Q (119 zu 72,9) 45 250 .16 -3
3,4-DHB_T (119 zu 59) 4800 12 0350 10 880 s 17 3
3,4-DHB_Q (119 zu 100,9) -35 250 -12 -4
GHB-De_T (109 zu 61) -50 150 20 -1
GHB-Ds_Q (109 zu 90) -50 150 14 -1
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Chromatographische Trennung

AnschlieBend an die Optimierung der massenspektrometrischen Bedingungen wurden
verschiedene analytische S&ulen getestet, um eine gute Retention (> 1 min) und
Basislineintrennung der Substanzen zu erreichen. Dabei wurden die folgenden analytischen

Saulen getestet.

Allure PFPP 5um50x 2,1 mm Restek

Luna C18(2) 5um 100 A 100 x 2 mm Phenomenex
Nucleoshell RP 18 plus 2,7 um EC 100 x 2 mm Macherey Nagel
Nucleoshell Bluebird RP18 2,7 um EC 100 x 2 mm Macherey Nagel
Nucleodur PFP 5umEC50x2mm Macherey Nagel
Symmetry C18 3,5um4,6 x75 mm Waters
Nucleodur Hilic 3umEC4 x2 mm Macherey-Nagel

Die beste chromatographische Trennung wurde fur die Metaboliten Glycolsaure, 2,4-DHB und
3,4-DHB letztendlich mittels der Nucleodur Hilic Saule 3 ym EC 125/2 von Macherey-Nagel
(Ddren, Deutschland) mit einer Vorsaule Nucleodur Hilic 3 ym EC 4/2 von Macherey-Nagel
(Duren, Deutschland) erreicht. Die Proben wurden von einem Shimadzu Sil-20A HT
Autosampler mit zwei LC-20AT Pumpen injiziert. Die mobile Phase bestand zu Beginn zu 95 %
aus Acetonitril (B) und zu 5 % aus Wasser (A), beides mit 0,2 % Ammoniumformiat und 0,2 %
Ameisensaure versetzt. Die Flussrate betrug 0,3 mL/min, zun&chst wurde mit 95 % Lésung B
uber 4 min gestartet. AnschlieBend wurde Uber 1 min der Anteil der Loésung B auf 50 %
herabgesetzt, fir 2 min 50 % B gehalten und dann direkt auf 95 % B zurlckgesetzt. Am Ende
des Programms wurde fur 3 min mit 95 % von Lésung B gespult. Der Laufmittelgradient ist in

Tabelle 11 zusammengefasst.

Tabelle 11: Laufmittelgradient fir die chromatographische Trennung von Glycolsaure, 2,4-DHB und
3,4-DHB.

Flussrate [mL/min] Anteil Laufmittel B [%] Laufzeit [min]
0,3 95 4
0,3 95 — 50 1
0,3 50 2
0,3 50 — 95 -
0,3 95 3

Die chromatographische Trennung fir den Metaboliten GHB-Sulf wurde wie unter 3.4.1
beschrieben analog zur Trennung von GHB durchgefihrt. Die gewahlten LC-Bedingungen fur

die GHB-Sulf-Analytik sind in Tabelle 12 nochmals zusammengefasst.
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Tabelle 12: Optimierte LC-Bedingungen fur die GHB-Sulf-Analytik im Haar.

Modul Optimierte Bedingung Begriindung

Laufmittel ACN/Wasser 10/90 (+ 0,2 % AF & AS) Beste Retentionszeit und Abtrennung von
Startbedingungen Storpeaks

Saule Symmetrie 3,5 pm C18 (4,6 x 75 mm)) Retentionszeit 4,4 min

Die quantitative Analyse wurde mittels linearer Regression durch die Software Analyst 1.7

(Applied Biosystems) durchgeflhrt.

Dekontamination der Haarproben

Fur die Dekontamination der Haarproben wurden wie auch fir die GHB-Analytik die
vorgeschlagenen Richtlinien der Society of Hair Testing befolgt. Zunachst wurden die Haare
fur 5 min mit Methanol gewaschen, anschliel3end zweimal fir 5 min mit etwa 60 °C heiRem
Wasser und abschlieBend fur 5 min mit Dichlormethan. Die gewaschenen Haare wurden
anschlie3end bei 55 °C liber Nacht getrocknet und anschlieRend zerkleinert.

Pulverisierung und Ultraschall-Extraktion

Fur die Extraktion mittels Ultraschall wurden die Haarproben zusammen mit kleinen
Stahlkugeln zun&chst in eine Pulvermuhle tberfuhrt und fir 30 min bei 30 Hz geschittelt. Von
dem erhaltenen Pulver wurde etwa 10 mg in ein Spitzglas prazise eingewogen. Anschlie3end
wurde der interne Standard GHB-Ds (10 ng/mg) und 0,5 mL Methanol zu dem Pulver gegeben
und das Glas fur zwei Stunden im Ultraschallbad inkubiert. Die Probe wurde 10 min bei
2500 xg zentrifugiert und der organische Uberstand abgenommen und im
Stickstoffgegenstrom bei Raumtemperatur eingedampft. Der Rickstand wurde in 70 uL der
mobilen Phase (90 % Wasser und 10 % Acetonitril fir GHB-Sulf oder 95 % Acetonitril und 5 %
Wasser fir Glycolsaure, 2,4-DHB und 3,4-DHB) aufgenommen. Wasser und Acetonitril waren
jeweils mit 0,2 % Ammoniumformiat und 0,2 % Ameisensaure versetzt. Flr die Analytik von
GHB-Sulf wurden 10 pL und fir die Analytik der anderen drei Metaboliten 5 puL der so

vorbereiteten Probe Uber das LC System in das Massenspektrometer injiziert.

Denaturierung durch Natronlauge und Fllissig-Fliissig-Extraktion

Fur die alkalische Hydrolyse durch Natronlauge wurden zunachst 0,5 mL Natronlauge (1 M)
und der interne Standard GHB-Ds (10 ng/mg) in ein Glasréhrchen pipettiert. Die Probe wurde
fur 30 min bei 100 °C im Ofen erwarmt. AnschlieRend wurden 0,5 mL Salzs&ure (1 m), 0,5 mL
Glycin-Puffer (0,2 M, pH 2,6) und 0,5 mL gesattigte Natriumchlorid-Losung zugegeben. Nach
der Zugabe von 3 mL Ethylacetat wurde die Probe flr 2 min geschiittelt und anschliel3end fur

10 min bei 2500 x g zentrifugiert. Der organische Uberstand wurde abgenommen, bei
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Raumtemperatur im Stickstoffgegenstrom eingedampft und der Rickstand in 70 pL der
mobilen Phase, bestehend aus 90 % Wasser und 10 % Acetonitril, beides mit 0,2 %
Ammoniumformiat und 0,2 % Ameisensaure versetzt, aufgenommen. 10 puL der so

vorbereiteten Probe wurden tber das LC System in das Massenspektrometer injiziert.

3.5.2 Methodenvalidierung

Zur Teilvalidierung der LC-MS/MS-Methoden wurden methanolische Ldsungen von allen
Metaboliten und GHB-Ds zu 10 mg Aliquoten an Leermatrix gegeben. Wenn keine Leermatrix
fur den jeweiligen Metaboliten zur Verfiigung stand, wurden die reinen methanolischen

Ldsungen ohne den Zusatz von Haaren verwendet.

Die Teilvalidierung wurde nach den Richtlinien der GTFCh zur Qualitadtssicherung bei
forensisch-toxikologischen Untersuchungen durchgefihrt, unter Beachtung der Anhange B
(Anforderungen an die Validierung von Analysemethoden) und C (Anforderung an die
Untersuchung von Haarproben). Die Validierungsdaten wurden mittels des Programmes

Valistat® 2.0 (Arvecon GmbH, Walldorf, Deutschland) gesammelt, ausgewertet und beurteilt.

Leermatrix

Fir die Leermatrix wurden initial Proben von verschiedenen Personen gemessen, um
moglichst substanzfreie Proben zu finden. Haarproben, in denen GHB-Sulf unterhalb des
Detektionslimits nachgewiesen werden konnte, wurden anschlieend als Leermatrix definiert
und fur die Validierung genutzt. Da GHB und ihre Metaboliten immer auch endogen vorliegen,
ist es fur diese Analyten nicht moéglich, tatsachliche Leermatrix zu erhalten. Fur die Metaboliten
Glycolsaure, 2,4-DHB und 3,4-DHB waren zum Validierungszeitpunkt keine Proben mit
Konzentrationen unterhalb des Detektionslimits verfligbar. Fur die wahrend eines Analysenlauf
verwendeten niedrigen und hohen Kontrollproben wurde in jedem Lauf die fur diese Kontrollen
verwendete Haarmatrixprobe zu Beginn als Leerprobe gemessen. Die dann ermittelte GHB-

Konzentration wurde von den gespikten Kontrollen abgezogen.

Selektivitdt und Spezifitat

Da es sich bei den untersuchten Metaboliten um endogene Substanzen handelt, war eine

klassische Testung der Leermatrix auf stdrende Effekte nicht mdglich. Es wurden jedoch
verschiedene Haarproben auf veranderte relative lonenverhaltnisse der Massenlibergange,
Retentionszeitverschiebungen und Peakschultern untersucht. Zur Uberpriifung der Spezifitat
der Methode wurden Proben mit 2,4-DHB und 3,4-DHB versetzt, da es sich bei diesen beiden
Substanzen um Isomere handelt und bei der Fragmentierung gleiche Massenfragmente

entstehen konnen.
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Linearitat

Zur Bestimmung der Linearitat wurden sechs beziehungsweise sieben Kalibratoren hergestellt.
Dazu wurden methanolische Lésungen von GHB-Sulf und GHB-De¢ zu 10 mg Leermatrix
gegeben und diese flr 10 min bei Raumtemperatur aquilibriert. Da keine Leermatrix fur 2,4-
DHB, 3,4-DHB und Glycolsaure zur Verfigung stand, wurden fur diese Metaboliten die reinen
methanolischen Losungen ohne den Zusatz von Haaren verwendet. Jeder Kalibrator wurde
dabei sechsmal analysiert. AnschlieRend wurden die Peakflachenverhaltnisse (Analyt/IS)
gegen die Sollkonzentrationen der Kalibratoren aufgetragen und diese mittels Grubbs-Test
(Signifikanzniveau: 95 %) Uberprift. Der Test auf Varianzenhomogenitat erfolgte mittels
Cochran-Test Uber alle Konzentrationen (Signifikanz: 99 %). Bei gegebener
Varianzhomogenitat (Homoskedastizitat) erfolgte eine einfache lineare Regression und die
Anpassung mittels Linearitatstest nach Mandel (Signifikanz: 99 %). War die
Varianzenhomogenitat nicht gegeben, wurde ein statistischer Anpassungstest eines

gegebenenfalls gewichteten Kalibrationsmodells durchgeflihrt.

Stabilitat

Zur Uberpriifung der Stabilitat von aufgearbeiteten Proben wurden jeweils Leer(matrix)proben,
versetzt mit einer niedrigen (Glycolsaure: 1,0 ng/mg, GHB-Sulf: 1,0 ng/mg, 2,4-DHB:
0,3 ng/mg, 3,4-DHB: 0,5 ng/mg) und einer hohen (Glycolsaure: 25 ng/mg, GHB-Sulf: 25 ng/mg,
2,4-DHB: 1,0 ng/mg, 3,4-DHB: 5,0 ng/mg) Konzentration relativ zum Kalibrationsbereich,
sechsmal aufgearbeitet, die Proben anschlieliend vereinigt und wieder auf sechs Aliquote
aufgeteilt. Die erhaltenen Aliquote wurden dann Uber einen gangigen Zeitraum einer
Analysenserie von funf Stunden (eine Probe pro Stunde) analysiert. Die erhaltenen absoluten
Peakflachen wurden mittels linearer Regressionsanalyse miteinander verglichen.

Eine signifikant negative Steigung der Regressionsgeraden weist auf Instabilitdt des
entsprechenden Analyten in aufgearbeiteten Proben hin. Die maximal akzeptable Abnahme
der Peakflachen uUber den Testzeitraum betrug bei Verwendung deuterierter Standards 25 %.
Des Weiteren wurden die sechs Proben von jeder Konzentration anschlieRend eingefroren,
nach einem Monat wieder aufgetaut und die Proben danach erneut analysiert. Der Mittelwert
der so gemessenen Proben wurde mit dem Mittelwert der frischen analysierten Proben
verglichen.

Der Mittelwert der Stabilitatsproben sollte innerhalb von 90-110 % des entsprechenden
Kontrollprobenmittelwertes, das 90 % Konfidenzintervall der Stabilitdtsproben innerhalb 80-

120 % des entsprechenden Kontrollprobenmittelwertes liegen.
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Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze (LoD) ist definiert als die kleinste Konzentration, die im Rahmen der
Analytik einer Substanz noch bestimmt werden kann, sodass die Identifizierungskriterien
eingehalten werden. Die Bestimmungsgrenze (LoQ) ist definiert als die kleinste Konzentration,
die mit einem akzeptablen Bias (+ 20 %) und akzeptablen Prazisionsdaten (RSD < 20 %)
bestimmt werden kann.

Fur die Bestimmung dieser beiden Gréflien wurde in der vorliegenden Arbeit nach DIN 32645
gearbeitet.?"

Fir die Bestimmung des LoD und LoQ wurden funf verschiedene Kalibratoren (fur GHB-Sulf
inklusive 10 mg Leermatrix) hergestellt, alle im Bereich der zu erwartenden Nachweis- und
Bestimmungsgrenze. Die Nachweisgrenze wurde zuvor mittels Signal-Rausch-Verhaltnis
abgeschatzt. Nach Analyse der Kalibratoren wurden fir die Nachweisgrenze die
Peakflachenverhaltnisse (Analyt/IS) des schwachsten lons (Qualifier-lon) und fir die
Bestimmungsgrenze die Peakflachenverhaltnisse (Analyt/IS) des Target-lons gegen die
Sollkonzentration des Kalibrators aufgetragen. Nach linearer Regression konnten die

Nachweis- und Bestimmungsgrenze nach folgenden Formeln berechnet werden:

XNG = Sxy ¥ tra * %+%+§—z XBG:k*sxo*tf,a*\/%+%+%

Sx, Verfahrensstandardabweichung Qx Summe der Abweichungsquadrate
n Anzahl der Kalibrationsniveaus t Quantil der t-Verteilung

m Anzahl der Messungen X Gehaltsgrole

k relative Ergebnisunsicherheit (3) «a Signifikanzniveau (0,01)

NG Nachweisgrenze BG Bestimmungsgrenze

lonenverhaltnis

Das lonenverhaltnis der loneniibergange im MRM Modus von dem 2. lonenlibergang (Qualifier)
zudem 1. lonenubergang (Target) wurde flur alle verwendeten Kalibrationsstandards Uberprift,
indem fur jeden Kalibrationsstandard ein Mittelwert des relativen lonenverhaltnisses aus sechs
Einzelbestimmungen ermittelt wurde. Bei einem relativen lonenverhaltnis von

> 50 % wurde ein 20 % Toleranzintervall, bei

> 20-50 % ein 25 % Toleranzintervall, bei
> 10-20 % ein 30 % Toleranzintervall und bei
<10 % ein 50 % Toleranzintervall,

bezogen auf das ermittelte lonenverhaltnis in Realproben, akzeptiert.
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3.5.3 Messungen zu endogenen GHB-Metaboliten-Konzentrationen in Haaren

65 gesammelte Haarproben wurden auf ihre endogenen Konzentrationen der GHB-
Metaboliten hin untersucht. Die verwendeten Haarproben wurden nicht direkt am Kopf
entnommen, es handelte sich um distale Haarabschnitte. Die Proben G1 bis G67 stammten
von denselben Personen, wie die in Kapitel 3.4.3 erwahnten Proben, die nach der Validierung
der Methode bereits auf GHB untersucht wurden. Fir die Untersuchung der Proben GO05 und
GO08 stand kein ausreichendes Probenmaterial zur Verfliigung. Die Haare wurden nach dem in
Kapitel 3.5.1 beschriebenen Verfahren zunachst gewaschen und getrocknet und anschlieend
zerkleinert. AnschlieBend wurden etwa 10 mg préazise eingewogen und dann nach der
ebenfalls unter 3.5.1 beschriebenen Ultraschallmethode aufgearbeitet und zusammen mit
jeweils einer Leermatrixprobe, einer niedrigen und einer hohen Kontrolle per LC-MS/MS

analysiert.

3.5.4 Messungen zu GHB-Metaboliten-Konzentrationen in Haaren nach regelmaRiger
Aufnahme von GHB

Die bereits fur den Methodenvergleich im Rahmen der GHB-Analytik per Ultraschall
aufgearbeiteten Proben der Personen mit Xyrem®-Medikation (Kapitel 3.4.5) wurden gefroren
gelagert und anschlieBend auch auf die Metaboliten von GHB untersucht. Da fir die
verschiedenen Metaboliten zwei unterschiedlich polare Saulen verwendet wurden
(Normalphase und RP) unterschieden sich somit auch die verwendeten Laufmittel stark in ihrer
Zusammensetzung. Da besonders bei den Personen mit Xyrem®-Medikation nicht geniigend
Material zur Verfiigung stand, um die Proben fir jede Analyse neu aufzuarbeiten, wurden die
zum LoOsen der bereits zuvor aufgearbeiteten und eingedampften Probe verwendeten
Laufmittel nach dem ersten Analysenlauf wieder eingedampft und der Riickstand erneut in
dem Laufmittel der anderen Zusammensetzung aufgenommen. Dieses Vorgehen wurde
zunachst an Kontrollproben getestet. Die untersuchten Haarproben mit zugehoriger Xyrem®-

Dosis sind erneut in Tabelle 13 gezeigt.

Tabelle 13: Haarproben der Personen mit Xyrem®-Medikation, die auf die GHB-Metaboliten untersucht

wurden.
Nummer Alter Geschlecht Dosis/ Dosis/  Dauer der Untersuchte Untersuchte
[Jahren] Nacht Nacht Xyrem®- Haarlange Segmente
[g] [mg/kg] Einnahme vor [em]
Probenentnahme
[Monate]
P06 17 w 9 162,5 ~9 3 S1-6: 5 mm
PO7 22 w 6 45,5 ~9 6 S2—-4: 5 mm,
S5-8: 10 mm

P08 44 w 5,25 41,0 ~9 2 S1:20 mm
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Nummer Alter Geschlecht Dosis/ Dosis/  Dauer der Untersuchte Untersuchte
[Jahren] Nacht Nacht Xyrem®- Haarlénge Segmente
[o] [mg/kg] Einnahme vor [cm]
Probenentnahme
[Monate]
P10 45 w 5 54,3 >1 2,5 S1: 10 mm,
S2:15mm
P11 37 m 7,5 51,7 ~ 30 3 S1-2: 5 mm,
S3—4: 10 mm
P12 21 w 7 118,6 >13 5 S1-510 mm
P14 29 m 5,5 93,2 ~ 145 5,5 S1-4:5 mm,
S5:10 mm,
S6: 15 mm
P15 55 w 9 92,3 ~ 140 5,5 S1: 5 mm;
S2-4: 10 mm,
S5:20 mm
P16 52 w 7,5 1145 ~ 23 4 S1-2: 20 mm
P18 47 w 3 35,3 ~ 148 6,5 S1: 5 mm,
S2-4: 10 mm,
S5:30 mm
P19 22 w 8 119,4 ~12 8 S1-2: 15 mm,
S3: 20 mm,
S4:30 mm

Die Dosen reichten dabei insgesamt von 35,3 mg/kg bis 162,5 mg/kg Xyrem® pro Nacht. Die
untersuchten Haarproben waren zwischen 2 und mehr als 8 cm lang. Aufgrund der geringen
Menge an zur Verfiigung stehendem Probenmaterial, konnten die Analysen in der Regel nur
einmal durchgefihrt werden. Die elf Haarproben stammten von neun Frauen und zwei

Mannern.

3.5.5 Messungen zu GHB-Metaboliten-Konzentrationen in Haaren nach Einmalgabe von GHB

Im Rahmen des Experimentes zur Einmalgabe wurden einem freiwilligen Probanden, nach
unterschriebener Einverstandniserklarung, zweimal im Abstand von 7,5 Wochen jeweils etwa
2,4 g Na-GHB (Somsanit™) verabreicht. Es wurden Haarproben vor der Einnahme, eine
Woche nach der ersten Einnahme, sechs Wochen nach der ersten Einnahme und neun
Wochen nach der zweiten Einnahme entnommen, dabei wurden zeitgleich jeweils zwei
Haarstrahnen abgenommen. Jeweils eine Haarstrdhne wurde, wie bereits beschrieben, fir
den Nachweis von GHB aufgearbeitet. Die andere Haarstréhne wurde nach der beschriebenen
Methode fur den Nachweis der Metaboliten gewaschen und anschlieend wie ebenfalls

beschrieben per Pulvermiihle und Ultraschallbad aufgearbeitet. Aufgrund des Probenverlustes
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bei der Pulverisierung und der mindestens bendtigten Probenmenge von 10 mg konnten nur

Segmente von 1 beziehungsweise 1,5 cm untersucht werden.

Fur die bessere Vergleichbarkeit wurden Kontrollproben mit Haaren gemessen, die bei
derselben Person vor der ersten Einnahme von GHB abgenommen wurden. Eine Probe wurde
als Referenzprobe (ohne Zusatz der Metaboliten) und zwei weitere als Kontrollproben mit
jeweils niedrigen und hohen zugesetzten Konzentrationen der Metaboliten verwendet. Dazu
wurden den Kontrollproben die folgenden Konzentrationen der jeweiligen Metaboliten
zugesetzt. Kontrollprobe 1: Glycolsaure 1,0 ng/mg, 2,4-DHB 0,2 ng/mg, 3,4-DHB 0,5 ng/mg,
GHB-Sulf 0,5 ng/mg; Kontrollprobe 2: Glycolsadure 25 ng/mg, 2,4-DHB 1,0 ng/mg, 3,4-DHB
5,0 ng/mg, GHB-Sulf 25 ng/mg.
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4 Ergebnisse

4.1 GHB-Analytik

4.1.1 Entwicklung einer LC-MS/MS-Methode zur Bestimmung von GHB in Haaren
Optimierung der LC-MS/MS-Bedingungen

Mit den meisten getesteten Saulen und Laufmittelzusammensetzungen konnte entweder keine
ausreichende Retention von mehr als 1 min erreicht werden oder der direkt hinter dem GHB-
Signal auftauchende, durch die Matrix Haar verursachte, Stérpeak nicht vollstandig von dem
GHB-Peak getrennt werden. Eine gute Retention von etwa 1,5min und eine
Basislinientrennung der beiden beschriebenen Peaks konnte mit der Symmetry C18 Saule von
Waters und der Laufmittelzusammensetzung 10 % Acetonitril und 90 % Wasser, beides mit

0,2 % Ammoniumformiat und 0,2 % Ameisensaure versetzt, erreicht werden.

Die lonisation mittels APCI fihrte zu einem héherem Hintergrundrauschen als die mittels ESI.

Optimierung der Probenvorbereitung und der Extraktionsbedingungen

Alle Waschlésungen der einzelnen Schritte wurden auf ausgewaschene GHB getestet. Nur
die Waschlosung aus Wasser enthielt Spuren an GHB (< 0,20 ng/mL). Die Haare in dieser
Arbeit wurden, soweit mdglich, immer als ganze Stréhne gewaschen und erst anschliel3end

segmentiert.

Zur Optimierung der Denaturierungsbedingungen wurden verschiedene Ofentemperaturen,
Verweilzeiten im Ofen und Natronlauge-Konzentrationen getestet. Die Startbedingungen mit
1 M NaOH fir 15 min bei 85 °C im Ofen lieferten kein zufriedenstellendes Ergebnis, die Haare
waren nach 15 min nicht vollstandig aufgeltst. Wurde die Verweildauer im 85 °C heiRen Ofen
auf drei Stunden verlangert, waren die Haare anschlieBend zwar aufgel6st, der direkt hinter
dem GHB-Signal auftauchende Stérpeak wurde jedoch wesentlich gré3er, sodass eine
Basislinientrennung von GHB-Peak und Stdrpeak nicht mehr mdoglich war. Mildere
Denaturierungsbedingungen mit 0,01 M NaOH und 16 Stunden bei 55 °C konnten die
Haarmatrix jedoch nicht auflésen. Letztendlich konnten mit den Bedingungen, 1 M NaOH fir
30 min bei 100 °C, ein guter Mittelweg gefunden werden, bei dem sich die Haare vollstéandig
auflésten und der Storpeak verhaltnismaRig klein blieb, sodass eine Basislinientrennung vom

GHB-Peak mdglich war.

Fur die anschlieRende Neutralisation und Flissig-Flussig-Extraktion mit Ethylacetat wurden
ebenfalls verschiedene Optimierungsschritte durchgefihrt. Um Storeffekte zu minimieren,
wurde die Aufarbeitung sowohl mit und ohne Glycin-Puffer getestet. Da sich jedoch keine
Unterschiede im Hinblick auf stérende Effekte durch das zur GHB strukturell &hnliche Glycin

ergaben und der Glycin-Puffer zur Einstellung des richtigen pH-Wertes bendtigt wurde, wurde
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dieser fur die Aufarbeitung verwendet. Um die Extraktionsausbeute zu erhéhen, wurde statt
Wasser gesattigte Natriumchlorid-Losung verwendet. Der Versuch, die Extraktionsausbeute
durch zweimaliges Ausschutteln mit Ethylacetat weiter zu erhohen, brachte keine
Verbesserung. Ethylacetat fuhrt zwar nicht zur effizientesten Extraktion, ist aber aufgrund
seiner leichteren Verdampfbarkeit, als beispielsweise n-Butanol, dennoch besser geeignet.l?'2

Reinigung des Haarextraktes

Nach der Aufreinigung mittels Solid Phase Extraction (SPE) konnte bei keiner der getesteten
Saulen anschlieRend GHB oder GHB-Ds im LC-MS/MS-Chromatogramm detektiert werden.
Um dennoch gré3ere Storpartikel aus der Matrix fir die Messung mittels LC-MS/MS zu
entfernen, wurden die mittels Fliissig-Flissig-Extraktion aufgearbeiteten Proben durch einen
Vorsatzspritzenfilter CHROMAFIL® CA 20/15 MS filtriert. Auch nach dieser einfachen Filtration
an einer hydrophilen Celluloseacetat-Membran konnte anschlieBend keine GHB mehr
detektiert werden. In dieser Arbeit wurde daher fur die Aufarbeitung der auf GHB analysierten
Haarproben vollstandig auf eine Reinigung des Haarextraktes lUiber eine Festphase verzichtet.

4.1.2 Methodenvalidierung

Precursor- und Produkt-lonen wurden im MRM-Modus aufgenommen, wobei jeweils fir GHB
die Masseniibergénge bei einem Masse zu Ladungsverhéltnis von 103 zu 57 und 103 zu 85,
und fir GHB-De die Massenubergéange bei einem Masse zu Ladungsverhaltnis von 109 zu 61
und 109 zu 90 detektiert wurden. Das relative lonenverhdltnis von Qualifier zu Target wurde
fur alle verwendeten Kalibrationsstandards berechnet. Dabei waren die Schwankungen
zwischen den verschiedenen Konzentrationen nicht groRer als die Schwankungen innerhalb
der sechs Messungen zu einer Konzentration. Fir GHB wurde daher ein mittleres relatives
lonenverhaltnis von 78 + 5,8 % und fiir GHB-Ds ein mittleres relatives lonenverhaltnis von 66
*+ 4,9 % von Qualifier zu Target Uber alle Konzentrationen angenommen. Die Realproben
wurden entsprechend der Richtlinien bei einem Verhéltnis > 50 % auf das akzeptable relative
Toleranzintervall von 20 % Uberprift. Die quantitative Auswertung wurde mittels linearer
Regression und der Software Analyst 1.7 durchgefiihrt. Zuvor wurde, wie bereits erwahnt, die
strukturell ahnliche Substanz Glycin und das ebenfalls endogen vorkommende GHB-Isomer
Beta-Hydroxybuttersdure (BHB) daraufhin untersucht, ob sie potenzielle Interferenzen zeigen
und somit die GHB-Analytik storen wirden. Bei einer Injektion von 10 ng/mg BHB zeigte sich
eine magliche Interferenz mit dem Produkt-lon 57 von GHB (blaue Linie im Chromatogramm
in Abbildung 13). Wie in Abbildung 13 zu sehen ist, war der BHB-Peak jedoch vollstdndig vom
GHB-Peak getrennt. Bei dem zusatzlichen Peak bei etwa 4,5 min handelte es sich um einen
Storpeak bedingt durch die Matrix Haar, der jedoch anhand der Retentionszeit und dem

Verhaltnis der beiden Massenibergange deutlich von dem GHB-Peak zu unterscheiden war.
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Abbildung 13: (A) Chromatogramm einer aufgearbeiteten Leermatrixprobe, die mit 10 ng/mg BHB
(gruner Kasten) und dem internen Standard GHB-De (roter Kasten) versetzt wurde. Die
Massenibergange fir GHB sind in dunkelblau (103 zu 57) und rot (103 zu 85) dargestellt und die fir
GHB-Ds in griin (109 zu 61) und grau (109 zu 90). (B) Chromatogramm einer Leermatrixprobe die mit
10 ng/mg GHB, dem internen Standard (beides roter Kasten) und 10 ng/mg BHB (griner Kasten)
versetzt wurde (Verandert nach Martz/Nebel et al.[202]),

Fur beide Masseniibergange wurde die Linearitat zwischen 0,25 und 50 ng/mg gezeigt. Eine
lineare Regressionsanalyse ergab einen R-Wert von 0,9997 in diesem Bereich fur den ersten
Ubergang und einen R-Wert von 0,9995 fir den zweiten Ubergang. Die beiden
Kalibrationskurven sind in Abbildung 14 dargestellt. Der héchste Kalibrator wurde mit 50 ng/mg
festgelegt, da auch im Falle von therapeutischen GHB-Einnahmen bisher im Durchschnitt
keine hoheren Werte gemessen wurden. Die Bestimmungsgrenze wurde bei 0,20 ng/mg
ermittelt, die Nachweisgrenze bei 0,10 ng/mg. Der Bias fur alle Konzentrationen wurde mit
kleiner 5 % bestimmt. Die Laborimprazision und die Wiederholimpréazision wurden als relative
Standardabweichung mit kleiner 7 % berechnet. Die 95 % B-Toleranzintervalle der

Genauigkeit liegen fur alle Konzentrationen im Bereich von -12,68 % bis 20,92 %.
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Abbildung 14: GHB-Kalibrationskurven fiir den ersten Ubergang (A, Target, 103 zu 57, R = 0,9997)
und den zweiten Ubergang (B, Qualifier, 103 zu 85, R = 0,9995). Kalibrationspunkte waren 0,25; 0,50;
1,0; 2,5; 5,0; 10; 20 und 50 ng/mg (Abbildung veréandert nach Martz/Nebel et al.l202]),

Die Wiederfindung fur 1,0 und 25 ng/mg GHB wurde jeweils mit 23 % und 13 % mit einer
Standardabweichung von 3,5 % und 3,2 % berechnet. Die niedrige Wiederfindungsrate ist
durch die Flussig-Flussig-Extraktion mit Ethylacetat begrindet, welches sich in der
Vergangenheit dennoch als am besten geeignet fur die Extraktion erwiesen hat.[!? Bei
Ermittlung der Matrixeffekte fur 1,0 und 25 ng/mg GHB wurde eine Unterdriickung des Signals
um 23 % und 11 % mit einer Standardabweichung von 11 % und 17 % berechnet. Fir den
internen Standard GHB-Ds konnte im Durchschnitt weder eine Unterdriickung noch eine
Erhdhung des Signals beobachtet werden. Die Standardabweichung wurde mit 24 %
berechnet. Die Stabilitét wurde ebenfalls an einer niedrigen (1,0 ng/mg) und einer hohen
(25 ng/mg) Konzentration relativ zum Kalibrationsbereich ermittelt. Die Abweichung der
gemessenen Proben betrug jeweils 15 % und 23 % und somit in beiden Fallen weniger als die
zulassigen 25 %. Zusatzlich wurde die Einfrier-/Auftaustabilitat Gberprift. Die im Abstand von
jeweils etwa 20 Stunden dreimal eingefrorenen und wieder aufgetauten Stabilitaétsproben
lagen bei 100,8 % des Mittelwerts der nicht eingefrorenen Kontrollproben mit einem 90 %
Konfidenzintervall von 99,2 % bis 102,5 % fur 1,0 ng/mg und bei 103,6 % mit einem 90 %
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Konfidenzintervall von 100,6 % bis 106,6 % fir 25ng/mg. In Tabelle 14 sind die
Validierungsdaten fir GHB zusammengefasst. Ein Beispiel-Chromatogramm fiir 10 ng/mg

GHB mit und ohne Matrix ist in Abbildung 15 gezeigt.

Tabelle 14: Validierungsdaten fir die GHB-Analytik.

Bias Labor-

imprazision

Wiederhol- Wiederfin- Matrixeffekte Stabilitat
imprazision dung

0,25 ng/mg <5% <7%

<7%

1,0 ng/mg

23% +35% 77%+11% 15%

2,5 ng/mg <5% <7%

<7%

25 ng/mg <5% <7%

<7% 13% +£32% 89%+17 % 23%
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Abbildung 15: (A) Chromatogramm von 10 ng/mg GHB und GHB-Ds ohne Matrix. (B) Chromatogramm
von 10 ng/mg GHB und GHB-Ds inklusive 10 mg Haare. Die Peaks fir GHB und GHB-Ds sind durch die
roten Boxen markiert. Die Massenlbergange fir GHB sind in dunkelblau (103 zu 57) und rot (103 zu
85) dargestellt und die fir GHB-Ds in griin (109 zu 61) und grau (109 zu 90). Die Elutionszeiten der

beiden Substanzen liegen bei 3,48 und 3,47 min. Die anderen Peaks des Chromatogramms sind durch

Matrixeffekte und Hintergrundrauschen verursacht (Abbildung verandert nach Martz/Nebel et al.[202),
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4.1.3 Messungen zu endogenen GHB-Konzentrationen in Haaren

Die gesammelten Daten der segmentweise analysierten Haarproben aus Kanada sind in
Tabelle A3 im Anhang gezeigt. In Abbildung 16 ist ein Uberblick tiber die Ergebnisse der

endogenen GHB-Konzentrationen aller 87 Haarproben gezeigt.

F =Y
1

GHB [ng/mgd]
v

Abbildung 16: Endogene GHB-Konzentrationen der segmentiert gemessenen Haarproben. Die Balken

0-

reprasentieren den individuellen Mittelwert der GHB-Konzentration Uber alle analysierten Segmente.

Die Fehlerbalken zeigen die +1 Standardabweichung (Abbildung veréndert nach Martz/Nebel et al.[202]),

Die segmentweise Haaranalyse ergab keine signifikanten Unterschiede fur die Mittelwerte von
Haarproben weiblicher und mannlicher Personen (p=0,21). Der Mittelwert der 26 mannlichen
Haarprofile lag bei 0,94 ng/mg GHB. Der Mittelwert der 61 weiblichen Haarprofile lag bei

0,67 ng/mg.

Neuere Studien haben gezeigt, dass in vielen Fallen das erste kopfnahe Segment deutlich
hohere GHB-Konzentrationen enthélt als der Rest der Haarstrahne.8191.2131 Daher wurden
ebenfalls Mittelwerte ohne das erste Segment berechnet. Dabei ergab sich fur die mannlichen
Profile ein Mittelwert von 0,93 ng/mg GHB und fiur die weiblichen Profile ein Mittelwert von
0,68 ng/mg. In der vorliegenden Arbeit war, im Gegensatz zu den erwahnten Studien, folglich
kein signifikanter Unterschied (p = 0,9) zwischen den berechneten Mittelwerten des ersten

Segmentes und der Ubrigen Segmente zu beobachten, wie auch in Abbildung 17 graphisch

dargestellt.
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Abbildung 17: GHB-Konzentrationen des ersten kopfnahen Segmentes (S1) im Vergleich zu den GHB-

Konzentrationen aller anderen Segmente (S2-S10) (Abbildung verandert nach Martz/Nebel et al.[202),

In Tabelle 15 sind die berechneten Mittelwerte mit und ohne das erste Segment fiir die beiden
Geschlechter sortiert nach Altersgruppen zusammengefasst. Aufgrund der teilweise kleinen
Anzahl an Proben in einigen Kategorien sind die Ergebnisse nur eingeschrankt beurteilbar.
Der fur alle 870 analysierten Segmente erhaltene Mittelwert fir endogene GHB-
Konzentrationen lag bei 0,75 ng/mg, der ermittelte Referenzbereich der Mittelwerte bei < 0,1
bis 3,0 ng/mg und der ermittelte Referenzbereich aller Segmente bei < 0,1 bis 5,5 ng/mg.

Tabelle 15: Durchschnittiche GHB-Konzentrationen inklusive  Standardabweichung und
Referenzbereich (Minimum — Maximum) der segmentweise analysierten Haarproben, der analysierten
ersten kopfnahen Segmente und der Segmente ohne Berlicksichtigung des ersten kopfnahen

Segmentes, zusatzlich gruppiert nach Alter und Geschlecht.

Geschlecht Alter [Jahre] Durchschnittliche Durchschnittliche GHB- Durchschnittliche
(n = Anzahl an GHB- Konzentration ohne GHB-Konzentration
Proben) Konzentration + das erste Segment + des ersten Segments
SD [ng/mg] SD [ng/m@] + SD [ng/mg]
Mannlich 19-29(n=13) 0,77+0,75 0,77 +0,74 0,70 + 0,83
(0,10 — 2,8) (0,10 —2,8) (< 0,10 — 2,6)
30-59(n=13) 1,1+0,98 1,1+£0,99 1,2+14
(0,20 -3,0) (0,20-2,8) (0,10-4,3)
19-59(n=26) 0,94+0,89 0,93 +0,86 097 +1,2
(0,10 - 3,0) (0,10 - 2,8) (< 0,10 - 4,3)
Weiblich 20-29(n=46) 0,62+0,57 0,62 £ 0,58 0,58 + 0,52
(0,10 -2,2) (0,10 —2,2) (0,10 — 2,4)
30-60(n=15) 0,84+0,70 0,83+0,70 0,86 £ 0,74
(0,17 — 2,5) (0,18 = 2,5) (0,10 — 2,6)
20-60(n=61) 0,67 +0,61 0,68 + 0,62 0,65 + 0,59

(0,10 -2,5) (0,10 - 2,5) (0,10 - 2,6)
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Geschlecht Alter [Jahre] Durchschnittliche Durchschnittliche GHB- Durchschnittliche
(n = Anzahl an GHB- Konzentration ohne GHB-Konzentration
Proben) Konzentration das erste Segment + des ersten Segments
SD [ng/mg] SD [ng/mg] + SD [ng/mg]
Alle Personen  19-60(n=87) 0,75%0,72 0,75+0,71 0,74 £ 0,82
(0,10 - 3,0) (0,10 - 2,8) (<0,10 - 4,3)
Alle Segmente n =870 0,75+0,72 0,75+0,71 0,74 £ 0,82
(< 0,10 - 5,5) (< 0,10 - 5,5) (< 0,10 — 4,3)

In Abbildung 18 ist die Verteilung der Mittel- und Extremwerte von weiblichen und ménnlichen
Personen gegenubergestellt und der Verlauf der Mittelwerte Uber die Segmente abgebildet.
Die Mittelwerte Uberschritten in keinem der Falle den diskutierten Cut-off-Wert von 3,0 ng/mg,
der endogene GHB-Konzentrationen von Konzentrationen nach potenziellen GHB-Aufnahmen
abgrenzen konnte. Betrachtet man die einzelnen Segmente lagen 18 der 870 analysierten

Segmente Uber 3,0 ng/mg GHB im Haar.
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Abbildung 18: (A) Mittlere GHB-Konzentrationen und Quatrtile fir mannliche Probanden (M), weibliche
Probandinnen (W), mannliche Probanden ohne das erste Segment (M-), weibliche Probandinnen ohne
das erste Segment (W-), mannliche und weibliche Personen zusammen (M+W) und ménnliche und
weibliche Personen zusammen ohne das erste Segment (M+W-); (B) Verlauf der GHB-Konzentrationen
Uber die einzelnen Segmente (S1-10) aufgeteilt nach weiblichen und ménnlichen Personen (Abbildung

verandert nach Martz/Nebel et al.l202).

Der Mittelwert und der Referenzbereich aus der Studie in Kanada mit 87 segmentweise
analysierten Haarstrahnen wurden mit den Ergebnissen der 58 Haarproben verglichen, die
anschlieRend an die vollstandige Methodenvalidierung zur Uberprifung der Methode im
Rahmen dieser Arbeit unsegmentiert vermessen wurden. Die gesammelten Daten dieser 58
analysierten Haarproben sind in Tabelle 16 zusammengefasst. Es sollte tberprift werden, ob
die methodisch aquivalent durchgefihrten Extraktionen und LC-MS/MS-Verfahren auf zwei

baugleichen Geréten zu vergleichbaren endogenen GHB-Konzentrationen gelangen.
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Tabelle 16: Ermittelte GHB-Konzentrationen von 58 unsegmentierten Haarproben von Personen ohne
bekannte GHB-Aufnahme nach der vollstandigen Validierung der Methode (n. b. = nicht bestimmt). Da
in fast allen Fallen mehr als 10 mg Probenmaterial zur Verfiigung stand und die Ergebnisse
anschlielend auf eine Einwaage von 10 mg Haar umgerechnet wurden, werden auch Werte unterhalb

der Bestimmungsgrenze von 0,20 ng/mg angegeben.

Proben-Nummer Endogene GHB- Proben-Nummer Endogene GHB-
Konzentration [ng/mg] Konzentration [ng/mg]
Go01 3,2 G35 0,91
G02 0,90 G36 <0,10
G03 <0,10 G37 0,80
G04 <0,10 G38 0,45
G05 4,4 G39 0,25
G06 0,80 G40 0,70
GOo7 2,8 G41 2,8
G08 <0,10 G42 3,7
G09 <0,10 G43 n. b.
G10 1,2 G44 3,9
G11 1,0 G45 n. b.
G12 <0,10 G46 21
G13 n. b. G47 6,3
G14 1,5 G48 0,10
G15 <0,10 G49 2,3
G16 24 G50 1,5
G17 1,6 G51 1.8
G18 n. b. G52 3,9
G19 0,20 G53 0,95
G20 0,49 G54 25
G21 0,26 G55 3,0
G22 n. b. G56 24
G23 n. b. G57 0,73
G24 1,6 G58 3,1
G25 1,2 G59 n. b.
G26 0,34 G60 3,1
G27 0,30 G61 1,7
G28 0,11 G62 4,6
G29 <0,10 G63 2,9
G30 0,38 G64 58
G31 n. b. G65 1,4
G32 2,5 G66 2,7
G33 <0,10 G67 47
G34 n. b. Mittelwert + SD 1,7+1,6
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Die ermittelten endogenen GHB-Konzentrationen der unsegmentierten Proben lagen im
Durchschnitt bei 1,7 ng/mg mit einer Standardabweichung von 1,6 ng/mg. Dadurch ergibt sich
aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit fir endogene GHB-Konzentrationen in Haaren
ein Referenzbereich von < 0,10 bis 6,3 ng/mg. Bei 11 der 58 Proben lag die ermittelte GHB-
Konzentration tber 3,0 ng/mg. Die ermittelten endogenen Konzentrationen der segmentierten
Proben werden in Abbildung 19 graphisch mit den ermittelten endogenen Konzentrationen der

unsegmentierten Proben gegeniibergestellt.

7’_
6-
o
£ 51
~
[=74]
= 8
§ 4 °
(1]
g g
5 34 -
c 0
o o
¥
=
I - ——
© 2 X
1..
X
. —T— 1

[ segmentierte Proben [ unsegmentierte Proben

Abbildung 19: Gegenuberstellung der endogenen GHB-Konzentrationen von segmentiert

vermessenen und unsegmentiert vermessenen Haarproben.

Lagerungsstabilitat von GHB in Haarproben

Bei der Messung von bereits zwei bis acht Jahre gelagerten Haarproben waren deutlich
hohere Analyseergebnisse bei nahezu allen untersuchten Segmenten verglichen mit den
zeitnah zur Entnahme analysierten Haarstrahnen zu beobachten. In Tabelle 17 sind die
Ergebnisse zusammengefasst, in Tabelle A4 im Anhang sind die Ergebnisse fur jedes einzelne
Segment gezeigt. Bei 48 von 52 untersuchten Segmenten der gelagerten Haarproben lag die
ermittelte GHB-Konzentration oberhalb von 3,0 ng/mg, bei 39 der 52 Segmente sogar
oberhalb des in dieser Arbeit ermittelten Maximalwertes von Haarproben ohne bekannte GHB-
Aufnahme von 6,3 ng/mg. Der Mittelwert aller 52 Segmente lag bei 36 ng/mg GHB. Die
untersuchten Proben wurden dabei alle nhach den Richtlinien der SoHT im Dunklen, bei
Raumtemperatur und in unterschiedlichen Materialien wie Aluminiumfolie, Briefumschlagen

oder Plastiktiiten verpackt gelagert.
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Tabelle 17: Ergebnisse der zwei bis acht Jahre alten Haarproben. Anzahl und Lange der analysierten

Segmente (gesamte untersuchte Lange), durchschnittiche GHB-Konzentration tber alle Segmente,

Anzahl Segmente oberhalb von 3,0 ng/mg GHB, Anzahl Segmente oberhalb von 6,3 ng/mg GHB.

Probe
(~Lagerdauer)

Anzahl und Lange der

analysierten

Durchschnittliche
GHB-Konzentration

Anzahl Segmente

oberhalb von

Anzahl Segmente

oberhalb von

Segmente (gesamte Uber alle Segmente 3 ng/mg GHB 6,3 ng/mg GHB

untersuchte Lénge) [ng/mg]
1 (8 Jahre) 8*5 mm (4 cm) 40 8 8
2 (8 Jahre) 10*3 mm (3 cm) 110 10 10
3 (7 Jahre) 3*3 mm (9 mm) 10 3 3
4 (7 Jahre) 8*5 mm (4 cm) 20 8 8
5 (6 Jahre) 3*3 mm (9 mm) 30 3 3
6 (5 Jahre) 3*3 mm (9 mm) 28 3 3
7 (4 Jahre) 3*3 mm (9 mm) 3,8 3 0
8 (3 Jahre) 8*5 mm (4 cm) 3,8 4 1
9 (3 Jahre) 3*3 mm (9 mm) 4,7 3 0
10 (2 Jahre) 3*3 mm (9 mm) 21 3 3
Alle Segmente 52 36 48 40

Tragt man, wie in Abbildung 20 zu sehen, die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Messwerte

der zeitnah nach der Entnahme vermessenen Haarproben (P) und der gelagerten Proben von

anderen Personen (RP) gegeneinander auf, zeigte sich, dass sich die ermittelten endogenen

GHB-Konzentrationen in den direkt vermessenen Haarproben nur in einem kleinen Bereich

mit denen der gelagerten Proben Uberschnitten.
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Abbildung 20: Median und Quatrtile der endogenen GHB-Konzentrationen der zeitnah zur Entnahme

vermessenen Proben (P) und der gelagerten Haarproben (RP). Die Haare der direkt vermessenen

Proben und die Haare der gelagerten Proben stammen dabei nicht von den selben Personen.
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Um das Phéanomen der deutlich erhéhten GHB-Konzentrationen in langer gelagerten
Haarproben zu untersuchen, wurde eine dicke Haarstrdhne jeweils im Abstand von etwa
einem Monat und spater in grol3eren Abstanden segmentweise untersucht. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 18 dargestellt.

Tabelle 18: GHB-Konzentrationen der regelmafig tUber ein Jahr und zwei Monate segmentweise
untersuchten Haarstrahne und der pro Stréahne erhaltene Mittelwert (MW). Alle Konzentrationen sind in

[ng/mg] angegeben.

Monate GHB- GHB- GHB- GHB- GHB- GHB- GHB- GHB- GHB- GHB- MW
nach der Konz. Konz. Konz. Konz. Konz. Konz. Konz. Konz. Konz. Konz.
Entnahme S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

0 0,4 0,3 0,6 0,4 0,6 0,3 0,6 04 0,6 0,6 0,48
1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,5 0,4 0,5 0,29
2 0,3 0,3 0,3 04 0,3 0,4 0,4 0,4 0,6 0,8 0,42
3 0,4 0,4 0,4 0,7 0,5 0,6 0,5 0,6 0,6 1,0 0,57
4 0,5 0,3 0,2 0,2 04 0,4 0,3 04 0,3 0,4 0,34
6 0.8 0,8 1,0 0,7 0,6 0,9 0,7 2,0 0,7 1,0 0,92
7 0,8 0,3 0,6 04 0,4 0,3 0,5 1,0 0,4 0,7 0,54
10 0,3 0,3 0,2 0,3 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,8 0,49
14 0,3 0,3 0,1 0,2 0,2 0,3 04 0,2 0,1 0,5 0,26

4.1.4 Messungen zu GHB-Konzentrationen in Haaren nach regelméaRiger Aufnahme von GHB

Die Messwerte fur alle Segmente sind im Anhang in Tabelle A5 gezeigt. Abbildung 21 zeigt
eine Ubersicht (ber alle untersuchten Haarproben und die erhaltenen Mittelwerte der GHB-
Konzentrationen sortiert nach aufsteigender Xyrem®-Dosis. Dabei wird deutlich, dass kein
offensichtlicher Zusammenhang zwischen Xyrem®-Dosis und gemessener GHB-
Konzentration zu bestehen scheint. Zudem lagen mit Ausnahme von drei Werten alle
Konzentrationen in dem zuvor ermittelten endogenen Referenzbereich von < 0,1 bis

6,3 ng/mg.
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Abbildung 21: Gemessene GHB-Konzentrationen, Mittelwert, Median, Quartile und Ausreiler der 19
Personen sortiert nach aufsteigender Xyrem®-Dosis in mg/kg Kérpergewicht. In griin ist der endogene
Referenzbereich ohne AusreilRer dargestellt. Es wurden zwischen ein und zehn Segmenten untersucht.

In Tabelle 19 sind die Ergebnisse der Haarproben nach regelméaRiger Aufnahme von GHB
zusammengefasst. Der Mittelwert der Haarproben von mannlichen Probanden lag bei
2,7 +1,5ng/mg, der Mittelwert der Haarproben der weiblichen Probandinnen bei
1,6 £ 1,3 ng/mg. Der Mittelwert aller Personen lag bei 1,9 + 1,4 ng/mg und der Mittelwert tUber

alle analysierten Segmente bei 1,9 + 1,8 ng/mg.

Tabelle 19: GHB-Konzentrationen in Haaren nach regelmaRiger Aufnahme von GHB der Manner,
Frauen, aller Personen und aller Segmente. Ebenfalls dargestellt sind die Mittelwerte ohne

Berticksichtigung der gefarbten Haare.

Alter Durchschnittliche GHB- Durchschnittliche GHB-Konzentration
[Jahre] Konzentration £ SD [ng/mg] ohne geféarbte Haare £ SD [ng/mg]
(Minimum - Maximum) (Minimum - Maximum)
Méanner 28-59 27+15(n=5)
(1,0-5,1)
Frauen 17-55 1,6 £1,3 (n=14) 1,7+1,1(n=8)

(<0,10-44) (0,68 —4,0)
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Alter Durchschnittliche GHB- Durchschnittliche GHB-Konzentration
[Jahre] Konzentration £ SD [ng/mg] ohne geféarbte Haare £ SD [ng/mg]
(Minimum - Maximum) (Minimum - Maximum)
Alle Personen 18-59 1,9+14(n=19) 2,1+1,3 (n=13)
(<0,10-5,1) (0,68 —5,1)
Alle Segmente 1,8+1,8 (n=136) 22+18(n=94)
(<0,10-12) (0,25 -12)

Da bekannt ist, dass kosmetische Haarbehandlungen die Konzentrationen an
Fremdsubstanzen im Haar beeinflussen kénnen, wurden die finf, in Abbildung 22 in grau
gekennzeichneten, Haarproben von Personen mit gefarbtem Haar fiir eine zuséatzliche
Auswertung ausgeklammert. Bildet man den Mittelwert aller nicht gefarbten Haarproben indem
zunéchst der Mittelwert fur jede Probe aus den gemessenen Segmenten ermittelt wird, lag der
Durchschnitt bei 2,1 + 1,3 ng/mg. Bildet man den Mittelwert anhand aller nicht gefarbten
einzelnen Segmente, lag dieser bei 2,2 + 1,8 ng/mg. In beiden Féllen lag der Mittelwert somit

héher als der Mittelwert inklusive der gefarbten Haarproben, wie auch in Tabelle 13 zu sehen.
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Abbildung 22: Absteigende mittlere GHB-Konzentrationen der untersuchten Haarproben von Personen
nach regelmaRiger Aufnahme von GHB mit in grau markierten gefarbten Haarproben (Abbildung
verandert nach Nebel et al.[214]).

Betrachtet man die Verteilung der GHB-Konzentrationen tiber die verschiedenen Segmente
einer Haarstrahne, konnte kein einheitlicher Trend beobachtet werden. In den meisten
Haarproben war die Verteilung schwankend (mal an- und mal absteigend) (P02, P03, P04,
P09, P10, P11, P14, P15, P17, P18). Einige Haarproben wiesen jedoch auch einen
ansteigenden (P01, P06, P07, P19) oder absteigenden (P12, P16) Trend in der GHB-

Konzentration entlang des Haares auf, wie in Abbildung 23 zu sehen.
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Abbildung 23: Verteilung der GHB-Konzentration in den verschiedenen Segmenten entlang des
Haares (Abbildung verandert nach Nebel et al.214]).

4.1.5 Methodenvergleich

Auf dem Gebiet der GHB-Analytik in Haaren wird eine Abhéngigkeit der Analysenergebnisse
von der jeweiligen Extraktionsmethode diskutiert. Mit den bereits durch basische
Denaturierung und anschlieBender Flissig-Flissig-Extraktion aufgearbeiteten Haarproben
von Personen nach regelmaRiger Aufnahme von GHB sollte ein Methodenvergleich
durchgefihrt werden, um diese Extraktion mit einer methanolischen Extraktion mittels
Ultraschall zu vergleichen. Die Messwerte der einzelnen Segmente sind im Anhang in Tabelle

A6 gezeigt.

Die erhaltenen Ergebnisse der zwdlf Haarproben sind in Tabelle 20 zusammengefasst. Zur
besseren Einordnung sind zusétzlich die durchschnittlichen Konzentrationen und die
Abweichung vom Sollwert der Kontrollproben gezeigt. Die durch Ultraschall-Extraktion
erhaltenen GHB-Konzentrationen lagen in allen Gruppen etwas niedriger als die nach

Denaturierung der Haare gemessenen Konzentrationen.
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Tabelle 20: Gegenuberstellung der, mit zwei unterschiedlichen Extraktionsverfahren ermittelten, GHB-

Konzentrationen in Haarproben von Personen nach regelméaRiger GHB-Aufnahme.

Durchschnittliche GHB-Konzentration

* SD [ng/mg] nach Denaturierung

Durchschnittliche GHB-Konzentration *
SD [ng/mg] nach methanolischer

durch NaOH Aufarbeitung im Ultraschallbad
(Minimum - Maximum) (Minimum - Maximum)
Manner 27%15(n=5) 2118 (n=2)
(1.0-5,1) (0,30 - 3,8)
Frauen 1,6 +£1,3(n=14) 1,4+ 0,67 (n=10)
(0,10-4.4) (0,15 -2,5)
Alle Personen 1,9+14(n=19) 1,56+0,98 (n=12)
(0,10 -5,1) (0,15 -3,8)
Alle Segmente 1,8+ 1,8 (n=136) 1,6+1,1(n=59)
(0,10 -12) (0,13 -4.8)
Durchschnittliche Abweichung der niedrigen und hohen Kontrollproben
Sollwert [ng/mg] 0,25 5,0 0,25 25
Istwert [ng/mg] 0,26 53 0,15 2,6
Abweichung [%] 24 6,9 -40 5,0

Graphisch dargestellt, wie in Abbildung 24, sieht man, dass die beiden Extraktionsmethoden

je nach individueller Haarstrdhne mal héhere und mal niedrigere GHB-Konzentrationen

ergaben. Es lie® sich kein genereller Trend beobachten, der auf eine héhere oder niedrigere

Extraktionsausbeute mittels der ein oder anderen Methode schlie3en lasst.
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Abbildung 24: Gegeniberstellung der mit zwei unterschiedlichen Extraktionsverfahren ermittelten

GHB-Konzentrationen inklusive + 1 Standardabweichung in Haarproben von Personen nach

regelmaRiger GHB-Aufnahme. In schwarz dargestellt sind die Ergebnisse der mittels Denaturierung

erhaltenen Ergebnisse und in grau die mittels Ultraschall-Extraktion erhaltenen Ergebnisse.
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4.1.6 Messungen zu GHB-Konzentrationen nach Einmalgabe von GHB

Bei der Einnahme von 2,4 g beziehungsweise 31,4 mg/kg Na-GHB (Somsanit™) wurden keine
starken Nebenwirkungen beobachtet, lediglich leichte Kopfschmerzen, etwas Schwindel und
Durst am nachsten Morgen wurden nach der ersten jedoch nicht nach der zweiten Einnahme
berichtet. Die Ergebnisse der drei anschlieBend entnommenen und auf ihre GHB-
Konzentrationen untersuchten Haarstrahnen, sind graphisch in Abbildung 25 zu sehen. Die
nicht segmentierte vor der Einnahme entnommene Haarprobe ergab eine GHB-Konzentration
von 1,2 ng/mg. Fur die beiden Entnahmen nach der ersten Einnahme von GHB lagen alle
ermittelten GHB-Konzentrationen zwischen < 0,10 ng/mg und 0,70 ng/mg und somit in dem
Bereich der in der vorliegenden Arbeit erhaltenen endogenen GHB-Konzentrationen, aber
sogar niedriger als die vor der Einnahme analysierte Haarprobe derselben Person. Die GHB-
Konzentrationen der Segmente der Haarstrdhne, die nach der zweiten Einnahme von GHB

entnommen wurde, lagen alle unterhalb der Nachweisgrenze von 0,10 ng/mg.

1 Woche nach . J—
Einnahme 5/6/0 37214/8

6 Wochen nach
a * L]

- .
Einnahme 4 am 5 1eme
10/11

nNe

9 Wochen nach
zweiter Einnahme |70

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13
GHB-Konzentration [ng/mg]

Abbildung 25: GHB-Konzentrationen im Haar eine Woche nach der ersten Einnahme, sechs Wochen
nach der ersten Einnahme und neun Wochen nach der zweiten Einnahme von 2,4 g GHB. Der griine
Bereich stellt den ermittelten endogenen Referenzbereich ohne die AusreilRer dar. Die graue Linie
markiert das vor der Einnahme gemessene individuelle endogene Level der Person. In rot sind die
Segmente dargestellt, in denen bei einer Wachstumsrate von 1 cm/Monat die erhéhten Konzentrationen

erwartet wirden.
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4.2 GHB-Metaboliten-Analytik
4.2.1 Entwicklung einer LC-MS/MS-Methode zur Bestimmung von GHB-Metaboliten in Haaren

Fur die untersuchten Metaboliten von GHB, Glycolsaure, 2,4-DHB, 3,4-DHB und GHB-Sulf,
wurden zunéchst zwei mogliche Extraktionsmethoden getestet. Die Probenvorbereitung wurde
an einer, mit den vier zu untersuchenden Metaboliten versetzten, Matrixprobe (10 mg Haare)
getestet. Die durch Denaturierung und anschlie3ende Flissig-Flissig-Extraktion erhaltenen
Chromatogramme wiesen im Falle der Metaboliten Glycolsaure, 2,4-DHB und 3,4-DHB
verschiedene Storpeaks auf, wodurch eine quantitative Auswertung nicht méglich war. Im Falle
der sulfatierten GHB konnte mit dieser Aufarbeitung in Anwesenheit der Matrix Haar keine
Substanz detektiert werden. Sowohl fir die sulfatierte GHB als auch fir die anderen drei
untersuchten GHB-Metaboliten erbrachte die Aufarbeitung mittels Pulverisierung und

Ultraschall-Extraktion bessere Ergebnisse.

Bei der Optimierung der Extraktionsbedingungen wurde getestet, ob im Gegensatz zur
Extraktion von GHB, die Filtration durch einen Spritzenaufsatzfilter einen Vorteil bietet. Der
Einsatz des Filters fuhrte zu deutlich geringerem Untergrundrauschen und klarer definierten
Peaks, sodass im Falle der GHB-Metaboliten-Analytik fur alle neu aufgearbeiteten Proben eine
Filtration durch einen 15 mm Filter mit einer PorengréRe von 0,2 um (Chromafil® CA 20/15
MS, Macherey-Nagel) im letzten Schritt durchgefihrt wurde. In Abbildung 26 sind
Beispielchromatogramme der Metaboliten mit dem internen Standard GHB-Ds nach
Methodenoptimierung abgebildet.
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Abbildung 26: Chromatogramme der GHB-Metaboliten inklusive internem Standard GHB-De. Die
Massenspuren fur die Metaboliten sind in griin und grau und die fir GHB-Ds in blau und rot dargestellt.
(A) Fur GHB-Sulf (10 ng/mg) lag die Retentionszeiten bei 4,1 und fir GHB-Ds bei 3,35 min. (B) Fur
Glycolsaure (5,0 ng/mg) lag die Retentionszeit bei 2,2 min und die fir GHB-De bei 1,75 min. (C) Fur 2,4-
DHB (0,30 ng/mg) lag die Retentionszeit bei 3,1 min und die fir GHB-Ds bei 1,75 min. (D) Fur 3,4-DHB
(2,5 ng/mg) lag die Retentionszeit bei 2,4 min und die fir GHB-Ds bei 1,75 min.
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4.2.2 Methodenvalidierung
GHB-4-Sulfat

Die Kalibrationskurve fur GHB-Sulf wurde mit den Kalibrationsstandards 0,50; 1,0; 2,5; 5,0;
10; 25 und 50 ng/mg mit jeweils 10 mg Leermatrix erstellt. Die Kurve wurde an verschiedenen
Tagen sechsmal erstellt. Fir beide Massenibergange wurde dabei eine quadratische
Abhéangigkeit zwischen 0,50 und 50 ng/mg festgestellt, mit einem Gewichtungsfaktor von 1/x.
Die Regressionsanalyse ergab einen R Wert von 0,999 fir den ersten und 0,999 fur den
zweiten Ubergang in diesem Bereich. Das relative lonenverhaltnis von Qualifier zu Target
wurde fur alle verwendeten Kalibrationsstandards berechnet. Dabei waren die Schwankungen
zwischen den verschiedenen Konzentrationen nicht groRer als die Schwankungen innerhalb
der sechs Messungen zu einer Konzentration. Fir GHB-Sulf wurde daher ein mittleres
relatives lonenverhéltnis von 13 + 2,0 % und fir GHB-Ds ein mittleres relatives lonenverhéaltnis
von 66 * 1,3% von Qualifier zu Target Uber alle Konzentrationen angenommen. Die
Realproben wurden entsprechend der Richtlinien bei einem Verhaltnis > 10-20 % auf das
akzeptable relative Toleranzintervall von 30 % Uberprift. Die Bestimmungsgrenze wurde bei
0,50 ng/mg, die Nachweisgrenze bei 0,40 ng/mg ermittelt. Bei Ermittlung der Stabilitat in der
aufgearbeiteten Probe Uber finf Stunden betrug die Abweichung der gemessenen Proben mit
niedriger Konzentration relativ zum Kalibrationsbereich 20 % und die der Proben mit hoher
Konzentration relativ zum Kalibrationsbereich 24 % und somit in beiden Fallen weniger als die
zulassigen 25 %. Zusatzlich wurde die Langzeitstabilitat tberprift. Die eingefrorenen und nach
einem Monat wieder aufgetauten niedrigen Stabilitatsproben lagen fur 0,5 ng/mg bei 92 % des
Mittelwerts der nicht eingefrorenen niedrigen Kontrollproben mit einem 90 %
Konfidenzintervall von 91 % bis 93 %. Die hohen Stabilitatsproben lagen fur 25 ng/mg bei
127 % mit einem 90 % Konfidenzintervall von 124 % bis 130 %. In Abbildung 27 ist die
Kalibrationskurve des Target-Massenibergangs und des Qualifier-Massenlibergangs zu

sehen.
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Abbildung 27: Kalibrationskurven fiir den ersten Ubergang (A, Target, 182,8 zu 96,9, R = 0,999) und
den zweiten Ubergang von GHB-Sulf (B, Qualifier, 182,8 zu 79,8, R = 0,999). Kalibrationspunkte waren
0,50; 1,0; 2,5; 5,0; 10; 25 und 50 ng/mg.

Glycolséaure

Die Kalibrationskurve fur Glycolsaure wurde mit den Kalibrationsstandards 1,0; 2,5; 5,0; 10;
25 und 50 ng/mg erstellt. Die Kurve wurde an verschiedenen Tagen sechsmal erstellt. Fir die
ersten beiden Massenlibergange wurde die Linearitdt zwischen 1,0 und 50 ng/mg gezeigt.
Eine lineare Regressionsanalyse ergab einen R Wert von 0,998 fir den ersten und 0,998 flr
den zweiten Ubergang in diesem Bereich. Das relative lonenverhéltnis von Qualifier zu Target
wurde fur alle verwendeten Kalibrationsstandards berechnet. Dabei waren die Schwankungen
zwischen den verschiedenen Konzentrationen nicht gro3er als die Schwankungen innerhalb
der sechs Messungen zu einer Konzentration. Fur Glycolsdure wurde daher ein mittleres
relatives lonenverhaltnis von 62 + 4,0 % und fir GHB-Ds ein mittleres relatives lonenverhaltnis
von 66 = 0,9% von Qualifier zu Target Uber alle Konzentrationen angenommen. Die
Realproben wurden entsprechend der Richtlinien bei einem Verhaltnis >50 % auf das

akzeptable relative Toleranzintervall von 20 % uberpruft. Die Bestimmungsgrenze wurde bei
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1,0 ng/mg ermittelt, die Nachweisgrenze bei 0,30 ng/mg. Bei Ermittlung der Stabilitat in der
aufgearbeiteten Probe Uber finf Stunden betrug die Abweichung der gemessenen Proben mit
niedriger Konzentration relativ zum Kalibrationsbereich 13 % und die der Proben mit hoher
Konzentration relativ zum Kalibrationsbereich 12 % und somit in beiden Fallen weniger als die
zulassigen 25 %. Die eingefrorenen und nach einem Monat wieder aufgetauten niedrigen
Stabilitdtsproben lagen fur 10 ng/mg bei 99 % des Mittelwerts der nicht eingefrorenen
niedrigen Kontrollproben mit einem 90 % Konfidenzintervall von 98 % bis 100 %. Die hohen
Stabilitdtsproben lagen fiir 25 ng/mg bei 115 % mit einem 90 % Konfidenzintervall von 111 %
bis 119 %. In Abbildung 28 ist die Kalibrationskurve des Target-Massenlbergangs und des

Qualifier-Massentibergangs zu sehen.
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Abbildung 28: Kalibrationskurven fiir den ersten Ubergang (A, Target, 74,8 zu 46,8, R = 0,998) und
den zweiten Ubergang von Glycolsaure (B, Qualifier 1, 74,8 zu 44,9, R = 0,998). Kalibrationspunkte
waren 1,0; 2,5; 5,0; 10; 25 und 50 ng/mg.
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2,4-Dihydroxybuttersédure

Die Kalibrationskurve fir 2,4-DHB wurde mit den Kalibrationsstandards 0,20; 0,30; 0,40; 0,50;
0,75; 1,0; und 2,5 ng/mg erstellt. Die Kurve wurde an verschiedenen Tagen sechsmal erstellt.
Fur beide Massenubergange wurde die Linearitat zwischen 0,20 und 2,5 ng/mg gezeigt. Eine
lineare Regressionsanalyse ergab einen R Wert von 0,997 fur den ersten und 0,995 fur den
zweiten Ubergang in diesem Bereich. Das relative lonenverhaltnis von Qualifier zu Target
wurde fur alle verwendeten Kalibrationsstandards berechnet. Dabei waren die Schwankungen
zwischen den verschiedenen Konzentrationen nicht groRer als die Schwankungen innerhalb
der sechs Messungen zu einer Konzentration. Fir 2,4-DHB wurde daher ein mittleres relatives
lonenverhéltnis von 66 = 10 % und fur GHB-Ds ein mittleres relatives lonenverhéltnis von 66
+ 1,0 % von Qualifier zu Target Uber alle Konzentrationen angenommen. Die Realproben
wurden entsprechend der Richtlinien bei einem Verhéltnis > 50 % auf das akzeptable relative
Toleranzintervall von 20 % Uberprft. Die Bestimmungsgrenze wurde bei 0,20 ng/mg ermittelt,
die Nachweisgrenze lag ebenfalls bei 0,20 ng/mg. Bei Ermittlung der Stabilitdt in der
aufgearbeiteten Probe Uber finf Stunden betrug die Abweichung der gemessenen Proben mit
niedriger Konzentration relativ zum Kalibrationsbereich 16 % und die der Proben mit hoher
Konzentration relativ zum Kalibrationsbereich 19 % und somit in beiden Fallen weniger als die
zulassigen 25 %. Bezuglich der Selektivitdt kam es zu keinen Interferenzen mit dem Isomer
3,4-DHB, da trotz teilweise gleicher Massenfragmente eine Unterscheidung mittels
chromatographischer Trennung der beiden Substanzen méglich war. Die eingefrorenen und
nach einem Monat wieder aufgetauten niedrigen Stabilitatsproben lagen fur 0,20 ng/mg bei
100 % des Mittelwerts der nicht eingefrorenen niedrigen Kontrollproben mit einem 90 %
Konfidenzintervall von 88 % bis 112 %. Die hohen Stabilitatsproben lagen fir 1,0 ng/mg bei
126 % mit einem 90 % Konfidenzintervall von 122 % bis 130 %. In Abbildung 29 ist die
Kalibrationskurve des Target-Massenibergangs und des Qualifier-Massenlibergangs zu

sehen.
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Abbildung 29: Kalibrationskurven fiir den ersten Ubergang (A, Target, 119 zu 101, R = 0,997) und den
zweiten Ubergang von 2,4-DHB (B, Qualifier, 119 zu 72,9, R = 0,995). Kalibrationspunkte waren 0,20;
0,30; 0,40; 0,50; 0,75; 1,0 und 2,5 ng/mg.

3,4-Dihydroxybutterséure

Die Kalibrationskurve fir 3,4-DHB wurde mit den Kalibrationsstandards 0,50; 0,75; 1,0; 2,5;
5,0 und 10 ng/mg erstellt. Die Kurve wurde an verschiedenen Tagen sechsmal erstellt. Fir
beide Masseniibergdnge wurde die Linearitat zwischen 0,50 und 10 ng/mg gezeigt. Eine
lineare Regressionsanalyse ergab einen R Wert von 0,998 fur den ersten und 0,999 fur den
zweiten Ubergang in diesem Bereich. Das relative lonenverhaltnis von Qualifier zu Target
wurde fur alle verwendeten Kalibrationsstandards berechnet. Dabei waren die Schwankungen
zwischen den verschiedenen Konzentrationen nicht groRer als die Schwankungen innerhalb
der sechs Messungen zu einer Konzentration. Fir 3,4-DHB wurde daher ein mittleres relatives
lonenverhaltnis von 9,6 £ 0,7 % und fur GHB-Ds ein mittleres relatives lonenverhaltnis von 66
*+ 0,9 % von Qualifier zu Target Uber alle Konzentrationen angenommen. Die Realproben
wurden entsprechend der Richtlinien bei einem Verhéltnis < 10 % auf das akzeptable relative
Toleranzintervall von 50 % Uberpriift. Die Bestimmungsgrenze wurde bei 0,40 ng/mg ermittelt,

die Nachweisgrenze bei 0,10 ng/mg. Bei Ermittlung der Stabilitat in der aufgearbeiteten Probe
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Uber finf Stunden betrug die Abweichung der gemessenen Proben mit niedriger Konzentration
relativ zum Kalibrationsbereich 5 % und die der Proben mit hoher Konzentration relativ zum
Kalibrationsbereich 10 % und somit in beiden Fallen weniger als die zulassigen 25 %.
Bezlglich der Selektivitdt kam es zu keinen Interferenzen mit dem Isomer 2,4-DHB, da trotz
teilweise gleicher Massenfragmente eine Unterscheidung mittels chromatographischer
Trennung der beiden Substanzen moglich war. Die eingefrorenen und nach einem Monat
wieder aufgetauten niedrigen Stabilitdtsproben lagen fur 0,5 ng/mg bei 107 % des Mittelwerts
der nicht eingefrorenen niedrigen Kontrollproben mit einem 90 % Konfidenzintervall von 103 %
bis 111 %. Die hohen Stabilititsproben lagen fur 5,0 ng/mg bei 139 % mit einem 90 %
Konfidenzintervall von 136 % bis 142 %. In Abbildung 30 ist die Kalibrationskurve des Target-

Masseniibergangs und des Qualifier-Massentiibergangs zu sehen.
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Abbildung 30: Kalibrationskurven fiir den ersten Ubergang (A, Target, 119 zu 59, R = 0,998) und den
zweiten Ubergang von 3,4-DHB (B, Qualifier, 119 zu 100,9; R = 0,999). Kalibrationspunkte waren 0,50;
0,75; 1,0; 2,5; 5,0; und 10 ng/mg.
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4.2.3 Messungen zu endogenen GHB-Metaboliten-Konzentrationen in Haaren

Die Ergebnisse der 65 auf die endogenen Konzentrationen der Metaboliten Glycolsaure, 2,4-
DHB, 3,4-DHB und GHB-Sulf untersuchten Haarproben sind in Tabelle 21 zusammengefasst
und in den Abbildung 31-34 graphisch dargestellt. Konzentrationen, die unterhalb der
Nachweisgrenze lagen, wurden als unterhalb der Nachweisgrenze angegeben. Lag der Wert
zwischen der Nachweis- und der Bestimmungsgrenze, wurde er mit unterhalb der
Bestimmungsgrenze angegeben. Da flr die Messung in den meisten Féallen deutlich mehr als
10 mg Haare zu Verfugung standen und der ermittelte Wert anschlieend auf die fur die
Kalibration verwendeten 10 mg normiert wurde, sind in der Tabelle 19 in solchen Fallen auch

Werte unterhalb der jeweiligen Nachweis- oder Bestimmungsgrenze angegebenen.

Tabelle 21: Endogene Konzentrationen der GHB-Metaboliten Glycolsaure, 2,4-DHB, 3,4-DHB und
GHB-Sulf von 65 Haarproben von Personen ohne bekannte Aufnahme von GHB (n.b. = nicht bestimmt).

Bei in fett gedruckten G-Nummern stammte die entnommene Haarprobe von Haaren die langer als

10 cm waren.
Nummer Endogene Endogene 2,4-DHB- Endogene 3,4-DHB- Endogene GHB-
Glycolsaure- Konzentration Konzentration Sulf-Konzentration
Konzentration [ng/mg] [ng/mg] [ng/mg]
[ng/mg]
GO01 1,6 <0,20 <0,10 <0,40
GO02 <1,0 <0,20 <0,40 <0,40
GO03 5,5 <0,20 0,40 <0,40
G04 11 0,20 0,90 <0,40
GO05 n.b. n.b. n.b. n.b.
G06 15 0,60 4,7 <0,40
GO7 4,7 <0,20 <0,40 0,70
GO08 n.b. n.b. n.b. n.b.
G09 9,3 0,20 1,1 <0,40
G10 8,9 <0,20 0,60 <0,40
G1l1 1,3 <0,20 <0,10 < 0,50
G12 <1,0 <0,20 <0,10 <0,40
G13 3.2 <0,20 <0,40 3,7
G14 <1,0 <0,20 <0,10 0,94
G15 0,79 0,33 0,84 0,61
G16 0,65 <0,20 <0,40 0,16
G17 0,60 <0,20 <0,10 <0,40
G18 7,8 <0,20 <0,40 12
G19 2,3 <0,20 <0,40 0,38
G20 0,72 <0,20 <0,40 3,2
G21 51 0,26 0,31 <0,40

G22 53 0,18 0,28 0,27
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Nummer Endogene Endogene 2,4-DHB-  Endogene 3,4-DHB- Endogene GHB-

Glycolséure- Konzentration Konzentration Sulf-Konzentration

Konzentration [ng/mg] [ng/mg] [ng/mg]

[ng/mg]
G23 13 <0,20 <0,40 2,5
G24 2,7 <0,20 0,19 <0,40
G25 0,73 <0,20 <0,40 0,46
G26 3,9 0,45 0,29 0,97
G27 1,1 <0,20 <0,40 1,1
G28 0,52 <0,20 <0,10 1,4
G29 <10 <0,20 <0,10 0,72
G30 2,2 <0,20 0,21 0,36
G31 4,5 0,19 0,30 0,86
G32 <10 <0,20 <0,10 0,90
G33 2,9 <0,20 0,16 0,20
G34 0,77 <0,20 0,14 0,36
G35 0,39 <0,20 <0,40 0,14
G36 47 0,26 0,29 0,37
G37 2,2 <0,20 <0,40 0,18
G38 15 <0,20 0,23 0,72
G39 20 0,65 2,3 1,1
G40 2,6 0,07 0,13 0,62
G41 0,65 <0,20 <0,40 0,78
G42 5,6 0,06 0,28 0,38
G43 2,8 <0,20 0,12 0,29
G44 1,5 <0,20 <0,40 <0,40
G45 6,3 0,18 0,63 1,1
G46 57 0,16 0,41 0,22
G47 3,4 <0,20 0,15 0,74
G48 4,0 <0,20 0,17 0,52
G49 6,4 <0,20 <0,40 3,7
G50 5,9 0,19 0,40 0,48
G51 2,6 <0,20 < 0,40 0,17
G52 3,0 <0,20 < 0,40 0,32
G53 24 0,06 0,52 0,57
G54 2,4 <0,20 <0,40 0,48
G55 2,2 <0,20 0,19 0,38
G56 6,2 0,10 0,29 1,7
G57 1,6 <0,20 0,19 1,6
G58 47 0,11 0,25 0,98
G59 6,1 0,16 0,22 < 0,50
G60 4,2 0,09 0,21 0,20
G61 2,0 0,07 0,37 0,31
G62 3,9 0,06 0,32 0,48
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Nummer Endogene Endogene 2,4-DHB- Endogene 3,4-DHB- Endogene GHB-
Glycolséaure- Konzentration Konzentration Sulf-Konzentration
Konzentration [ng/mg] [ng/mg] [ng/mg]
[ng/mg]
G63 6,9 0,09 0,38 0,32
G64 7,3 0,05 0,43 0,44
G65 9,7 0,43 2,3 1,1
G66 2,3 0,06 0,13 0,60
G67 21 <0,20 <0,40 1,6
Mittelwert £ 47%45 0,20 £ 0,16 0,56 0,84 1,117
SD

Fur den Metaboliten 2,4-DHB lagen nur 26 der 65 Messwerte oberhalb der Nachweis-

beziehungsweise der Bestimmungsgrenze von 0,20 ng/mg. Der Mittelwert der Proben, deren
Konzentrationen oberhalb der Nachweis- und Bestimmungsgrenze lagen, lag bei 0,20 +
0,16 ng/mg. Der Konzentrationsbereich aller gemessenen Proben inklusive der beiden
AusreilRer betrug dabei 0,05 bis 0,65 ng/mg. Der ermittelte endogene Referenzbereich ohne
Bericksichtigung der Ausreil3er lag fur 2,4-DHB zwischen 0,05 und 0,45 ng/mg. Die Verteilung

der gemessenen Konzentrationen ist in Abbildung 31 dargestellt.
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Abbildung 31: Endogene Konzentration von 2,4-DHB von 26 Haarproben sortiert nach absteigender
Konzentration. In schwarz ist die Probe dargestellt, die von Haaren lénger als 10 cm stammte.
Zusatzliche Auftragung der Messwerte mit Mittelwert, Median, Quartilen und Ausreiern.
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Fur den Metaboliten 3,4-DHB lagen 57 Messwerte oberhalb der Nachweisgrenze von
0,10 ng/mg. Der Mittelwert der 38 Messwerte oberhalb der Bestimmungsgrenze von
0,40 ng/mg lag bei 0,56 + 0,84 ng/mg. Der Konzentrationsbereich aller gemessenen Proben
inklusive der AusreiBer lag zwischen 0,12 und 4,7 ng/mg. Der ermittelte endogene
Referenzbereich ohne Berlcksichtigung der Ausreiler lag fir 3,4-DHB zwischen 0,12 und

0,56 ng/mg. Die Verteilung der gemessenen Konzentrationen ist in Abbildung 32 dargestellt.
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Abbildung 32: Endogene Konzentration von 3,4-DHB von 38 Haarproben sortiert nach absteigender
Konzentration. In schwarz sind die Proben dargestellt, die von Haaren langer als 10 cm stammten.

Zusatzliche Auftragung der Messwerte mit Mittelwert, Median, Quartilen und Ausreiern.

Fur GHB-Sulf konnte in 52 Fallen eine Konzentration oberhalb der Nachweisgrenze von
0,40 ng/mg ermittelt werden. In einem Fall lag der Messwert oberhalb der Nachweisgrenze
aber unterhalb der Bestimmungsgrenze von 0,50 ng/mg. Der Mittelwert der ubrigen 51
Haarproben lag bei 1,1 £ 1,7 ng/mg und damit etwa in dem Bereich der auch fur endogene
GHB ublichen Konzentrationen. Der Konzentrationsbereich aller gemessenen Proben
inklusive der AusreiRer lag zwischen 0,14 und 12 ng/mg. Der ermittelte endogene
Referenzbereich ohne Berticksichtigung der Ausreiler lag fur GHB-Sulf zwischen 0,12 und

1,7 ng/mgq. Die Verteilung der gemessenen Konzentrationen ist in Abbildung 33 dargestellt.
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Abbildung 33: Endogene Konzentration von GHB-Sulf von 51 Haarproben sortiert nach absteigender
Konzentration. In schwarz sind die Proben dargestellt, die von Haaren lénger als 10 cm stammten.

Zusatzliche Auftragung der Messwerte mit Mittelwert, Median, Quartilen und Ausreiern.

Die héchsten Messwerte konnten fur Glycolsaure ermittelt werden, bei der lediglich funf Werte
unterhalb der Bestimmungsgrenze von 1,0 ng/mg lagen. Der Mittelwert fur die 60 Messwerte
oberhalb der Bestimmungsgrenze lag bei 4,7 + 4,5 ng/mg und damit deutlich oberhalb des
Konzentrationsbereichs fir endogene GHB. Der Konzentrationsbereich aller gemessenen
Proben inklusive der Ausreil3er lag zwischen 0,39 und 24 ng/mg. Der ermittelte endogene
Referenzbereich ohne Bericksichtigung der Ausreil3er lag fur Glycolsaure zwischen 0,39 und
11 ng/mg. Die Verteilung der gemessenen Konzentrationen ist in Abbildung 34 dargestelit.
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Abbildung 34: Endogene Konzentration von Glycolsaure von 60 Haarproben sortiert nach absteigender
Konzentration. In schwarz sind die Proben dargestellt, die von Haaren langer als 10 cm stammten.
Zusatzliche Auftragung der Messwerte mit Mittelwert, Median, Quartilen und Ausreiern.

Die Haarproben von langen Haaren (langer als 10 cm) enthielten im Durchschnitt niedrigere
Konzentrationen der Metaboliten als die Haarproben von kurzen Haaren. Bei allen Metaboliten
gab es jedoch lange Haarproben sowohl mit hohen als auch niedrigen Konzentrationen relativ
zum Messbereich aller Proben. Alle Messwerte lagen innerhalb des fir den jeweiligen

Metaboliten gewahlten Kalibrationsbereichs.

424 Messungen zu GHB-Metaboliten-Konzentrationen in Haaren nach regelméaRiger

Aufnahme von GHB

Im Anhang in Tabelle A7 sind die gemessenen Konzentrationen fur jedes einzelne Segment
dargestellt. Hier lagen jeweils Uber 90 % der ermittelten Konzentrationen innerhalb des
gewahlten Kalibrationsbereichs (2,4-DHB: ~ 98 %, 3,4-DHB: 100 %, Glycolsaure: ~ 91 %,
GHB-Sulf: ~ 93 %). Die Werte oberhalb der Kalibrationskurve wurden mittels Extrapolation
ermittelt. Lediglich einer der Messwerte fur Glycolsdure lag weit aulerhalb des
Kalibrationsbereichs und wurde fir die weitere Auswertung nicht bertcksichtigt. In Tabelle 22
werden die Ergebnisse der elf segmentweise untersuchten Haarproben nach regelmaRiger

Aufnahme von GHB gezeigt und mit den jeweiligen Referenzbereichen verglichen.
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Tabelle 22: Durchschnittiche GHB- und GHB-Metaboliten-Konzentrationen der Haarproben von

Personen nach regelmafiger Aufnahme von GHB. Konzentrationen, die oberhalb des in der

vorliegenden Arbeit ermittelten Referenzbereichs ohne Ausreil3er lagen, wurden mit einem Pfeil (1)

markiert. Proben, die oberhalb des Referenzbereichs inklusive der Ausrei3er lagen, wurden mit zwei

Pfeilen (1) markiert.

GHB- Glycolsaure- GHB-Sulf- 2,4-DHB- 3,4-DHB-
Konz. Konz. Konz. Konz. Konz.
[ng/mg] [ng/mg] [ng/mg] [ng/mg] [ng/mg]
Referenzbereich  Minimum <0,10 0,39 <0,40 <0,20 <0,10
Maximum ohne 3,2 11 1,7 0,45 0,63
Ausreil3er
Maximum mit 6,3 24 12 0,65 4.7
Ausreil3er
Mittelwert 1,1 4.7 1,1 0,20 0,56
Standardabweichung 1,2 4,5 1,7 0,16 0,84
P-Nummer
(Anzahl an
Segmenten)
P06 (n = 6) 25 40 (11) 26 (11) 0,36 1,4 (1)
P07 (n=8) 11 40 (11) 42 (11) 0,54 (1) 1,9(1)
P08 (n=1) 0,51 67 (1) 15 (11) 1,0(11) 2,1(1)
P10 (n=5) 0,17 28 (11) 6,6 (1) 0,33 2,8 (1)
P11 (n=4) 0,30 44 (11) 6,1 (1) 0,95 (11) 1,4 (1)
P12 (n=5) 2,1 37 (11) 19,9 (11) 0,39 1,2(1)
P14 (n = 6) 3,8(1) 15 (1) 4,6 (1) 0,48 (1) 1,4(1)
P15 (n=5) 1,3 11 (1) 15 0,43 1,8 (1)
P16 (n=2) 1,3 5,3 0,90 0,05 1,0 (1)
P18 (n=5) 1,7 13 (1) 3,7(1) 0,15 0,42
P19 (n=4) 1,8 9,9 6,9 (1) 0,08 0,28

In Tabelle 23 sind die Daten zu den GHB-Metaboliten nochmal zusammengefasst und neben

den Mittelwerten und Konzentrationsbereichen fiir alle Personen und alle Segmente auch die

Ergebnisse jeweils nach Geschlecht der Personen gruppiert gezeigt.
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Tabelle 23: Durchschnittliche, minimale und maximale Konzentrationen der GHB-Metaboliten nach

regelméaRiger GHB-Einnahme gruppiert nach Geschlecht.

Alter Durchschnittliche Durchschnittliche Durchschnittliche  Durchschnittliche
(Anzahl)  GHB-Sulf- Glycolsaure- 2,4-DHB- 3,4-DHB-
Konzentration * Konzentration * Konzentration Konzentration *
SD [ng/m@] SD [ng/m@] = SD [ng/m@] SD [ng/mg]
(Minimum - (Minimum - (Minimum - (Minimum -
Maximum) Maximum) Maximum) Maximum)
Méanner 29-37 5,3%+0,74 3015 0,71 +£0,25 1,4+0,0
(n=2) (4,6 —6,1) (15 — 44) (0,48 — 0,95) (14-1,9)
Frauen 17-55 14 +13 28 +19 0,37 £ 0,28 15+0,77
(n=9) (0,90 - 42) (5,3-67) (<0,20-1,0) (<0,40-2,8)
Alle 17-55 12+ 12 28+18 0,43 0,30 1,4+0,70
Personen (n=11) (0,90 - 42) (5,3-67) (<0,20-1,0) (<0,40-2,8)
Alle n =50 15+ 18 26 +17 0,40 £ 0,42 1,4+0,76
Segmente (< 0,50 -75) (3,4-68) (<0,20-2,6) (<0,40-3,3)

Abbildungen 35 bis 38 zeigen eine Ubersicht der Ergebnisse aller untersuchten Haarproben
und die erhaltenen Mittelwerte, Mediane, Quartile und Ausreil3er der Konzentrationen an GHB-
Metaboliten sortiert nach aufsteigender Xyrem®-Dosis. Zur besseren Einordnung ist zuséatzlich
der in dieser Arbeit ermittelte endogene Referenzbereich mit und ohne Ausreil3er

eingezeichnet.

Fur Glycolsaure wurden, gemittelt Gber alle 50 Segmente, Konzentrationen von 26 + 17 ng/mg
gemessen, wobei die niedrigste Konzentration bei 3,4 ng/mg und die héchste Konzentration
bei 68 ng/mg lag. Fur GHB-Sulf wurden Konzentrationen zwischen < 0,50 und 75 ng/mg
gemessen mit einem Mittelwert von 15 £ 18 ng/mg fur alle Segmente. Bei 3,4-DHB lagen die
gemessenen Konzentrationen zwischen < 0,40 und 3,3 ng/mg und der Mittelwert bei 1,4 +
0,76 ng/mg. Die niedrigsten Konzentrationen wurden fir 2,4-DHB ermittelt. Dort lagen die
Ergebnisse zwischen < 0,20 und 2,6 ng/mg mit einem Mittelwert von 0,40 + 0,42 ng/mg.
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Abbildung 35: Gemessene 2,4-DHB-Konzentrationen, Mittelwert, Median, Quartile und Ausrei3er der
elf Haarproben von Personen mit Xyrem®-Medikation sortiert nach aufsteigender Xyrem®-Dosis in
mg/kg Kérpergewicht. In griin ist der endogene Referenzbereich ohne Ausreier und in griin schraffiert

inklusive der Ausreiler dargestellt. Es wurden zwischen ein und acht Segmente untersucht.
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Abbildung 36: Gemessene 3,4-DHB-Konzentrationen, Mittelwert, Median, Quartile und Ausrei3er der
elf Haarproben von Personen mit Xyrem®-Medikation sortiert nach aufsteigender Xyrem®-Dosis in
mg/kg Kérpergewicht. In griin ist der endogene Referenzbereich ohne Ausreier und in griin schraffiert
inklusive der AusreiRer dargestellt. Es wurden zwischen ein und acht Segmente untersucht.
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Abbildung 37: Gemessene GHB-Sulf-Konzentrationen, Mittelwert, Median, Quartile und Ausrei3er der
elf Haarproben von Personen mit Xyrem®-Medikation sortiert nach aufsteigender Xyrem®-Dosis in
mg/kg Kérpergewicht. In griin ist der endogene Referenzbereich ohne Ausreier und in griin schraffiert

inklusive der AusreiRer dargestellt. Es wurden zwischen ein und acht Segmente untersucht.
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Abbildung 38: Gemessene Glycolsaure-Konzentrationen, Mittelwert, Median, Quartile und AusreiRer
der elf Haarproben von Personen mit Xyrem®-Medikation sortiert nach aufsteigender Xyrem®-Dosis in
mg/kg Kérpergewicht. In griin ist der endogene Referenzbereich ohne Ausreier und in grin schraffiert

inklusive der Ausreier dargestellt. Es wurden zwischen ein und acht Segmente untersucht.

4.2 .5 Messungen zu GHB-Metaboliten-Konzentrationen in Haaren nach Einmalgabe von GHB

Die bestimmten GHB-Konzentrationen der vor der GHB-Einnahme genommenen Haarprobe,
der zwei Kontrollproben und der Haarproben nach Einmalgabe sind in Tabelle 24 zu sehen.
Die Konzentrationen bei 3,4-DHB waren, wie auch anhand der gemessenen Werte der
Kontrollproben zu sehen, nur eingeschrankt beurteilbar, da teilweise bereits in Leerproben
(ohne Matrix) die beiden Massenubergdnge detektiert wurden und die ermittelten
Konzentrationen somit nicht den tatsadchlichen Konzentrationen entsprachen. Fur 3,4-DHB
konnte daher lediglich ein Trend beurteilt werden, jedoch keine konkreten Konzentrationen.
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Tabelle 24: Ermittelte Konzentrationen von GHB-Sulf, Glycolsdure, 2,4-DHB und 3,4-DHB in einer
Haarprobe vor der Einnahme von GHB, einer hohen und einer niedrigen Kontrollprobe und den
Haarproben nach Einmalgabe von 2,4 g beziehungsweise 31,4 mg/kg Na-GHB (Somsanit™).
Konzentrationen, die oberhalb des in der vorliegenden Arbeit ermittelten Referenzbereichs ohne
AusreiRer lagen, wurden mit einem Pfeil (1) markiert. Proben, die oberhalb des Referenzbereichs

inklusive der Ausreil3er lagen, wurden mit zwei Pfeilen (11) markiert.

Probe GHB-Sulf-Konz. Glycolsaure-Konz.  2,4-DHB-Konz. 3,4-DHB-Konz.
[ng/mg] [ng/mg] [ng/mg] [ng/mg]

Ermittelter endogener <0,40-1,7 0,39-11 <0,20-0,45 <0,10-0,63

Referenzbereich ohne

Ausreil3er

Ermittelter endogener <0,40-12 0,39-24 <0,20-0,65 <0,10-4,7

Referenzbereich mit

Ausreif3ern

Probe vor GHB-Einnahme <0,40 7,8 < 0,20 0,40

Kontrollprobe 1 (Sollwert) 0,50 (0,50) 1,2 (1,0) 0,26 (0,20) 1,1 (0,50)

Kontrollprobe 2 (Sollwert) 31 (25) 27 (25) 1,0 (1,0) 11 (5,0)

1 Woche nach Einnahme 1,3 15 (1) 0,52 (1) 1,1 (1)

Seg. 1: 0-1cm

1 Woche nach Einnahme 0,31 11 0,56 (1) 1,4 (1)

Seg. 2:1-2cm

1 Woche nach Einnahme <0,50 11 0,93 (11) 1,5 (1)

Seg. 3: 2-3cm

6 Wochen nach Einnahme 0,51 19 (1) 1,3 (11) 25 (1)

Seg. 1: 0-1,5¢cm

6 Wochen nach Einnahme 5,3 (1) 28 (11) 0,77 (11) 1,3 (1)

Seg. 2:1,5-2,5¢cm

6 Wochen nach Einnahme 12 (1) 30 (11) 0,45 0,76 (1)

Seg. 3:2,5-3,5¢cm

6 Wochen nach Einnahme 11 (1) 31 (11) 0,38 0,74 (1)

Seg. 4: 3,5-5¢cm

9 Wochen nach zweiter 0,82 14 (1) 1,3 (11) 20

Einnahme

Seg. 1: 0-1cm

9 Wochen nach zweiter 0,72 13 (1) 0,71 (11) 2,4 (1)

Einnahme

Seg. 2:1-2cm

9 Wochen nach zweiter 54 (1) 24 (1) 0,41 1,2 (1)

Einnahme

Seg. 3: 2-3cm

Die ermittelten GHB-Sulf-Konzentrationen in den eine Woche nach der ersten Einnahme

entnommenen Haarproben lagen, wie auch in Abbildung 39 zu sehen, fiir alle Segmente im
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Bereich der in der vorliegenden Arbeit bei Personen ohne bekannte GHB-Aufnahme
gemessenen Konzentrationen. Die Konzentrationen des zweiten und dritten Segmentes lagen
dabei sehr dicht an der zuvor ermittelten individuellen endogenen Konzentration. Die
ermittelten Konzentrationen in den sechs Wochen nach der ersten Einnahme enthommenen
Haarproben lagen fir GHB-Sulf zwischen 0,51 und 12 ng/mg. Wobei die Segmente 2, 3 und
4 mit den Abschnitten von 1,5 bis 5 cm deutlich oberhalb des endogenen Referenzbereichs
lagen. Die Konzentration des ersten Segmentes lag im Bereich der individuellen endogenen
Konzentration. Die ermittelten GHB-Sulf-Konzentrationen in den neun Wochen nach der
zweiten Einnahme entnommenen Haarproben lagen zwischen 0,72 und 5,4 ng/mg. Dabei
wurde die hdéchste und einzige oberhalb des endogenen Referenzbereichs liegende

Konzentration im kopffernen Segment 3 (2 - 3 cm) nachgewiesen.

1
|
1 Woche nach lo
Einnahme ;Is S
|
6 Wochen nach |
Einnahme |7 s . .
I
9 Wochen nach | - f
zweiter Einnahme | 21 3
I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13

GHB-Sulf-Konzentration [ng/mg]

Abbildung 39: Konzentrationen an GHB-Sulf im Haar enthnommen eine Woche nach der ersten
Einnahme, sechs Wochen nach der ersten Einnahme und neun Wochen nach der zweiten Einnahme
von 2,4 g GHB. In griin ist der ermittelte endogene Referenzbereich ohne AusreiRer und in grin
schraffiert inklusive AusreilRer dargestellt. Die eingezeichnete gestrichelte Linie stellt die individuelle
endogene Konzentration dar, die vor der ersten Einnahme von GHB bei der Person ermittelt wurde. In
rot sind jeweils die Segmente dargestellt, die bei einer Wachstumsrate der Haare von 1 cm/Monat die
erhéhten Konzentrationen enthalten kénnten.

Wie in Abbildung 40 zu sehen, lagen die Konzentrationen fur Glycolsdure alle, mit Ausnahme
des zweiten und dritten Segmentes der Entnahme eine Woche nach der ersten Einnahme,
oberhalb des in der vorliegenden Arbeit ohne Ausrei’er als endogen ermittelten Bereichs. Alle
ermittelten Konzentrationen lagen oberhalb des individuellen endogenen Wertes, der vor der
ersten Einnahme ermittelt wurde. Genauso wie bei GHB-Sulf lagen auch bei Glycolsaure die
Konzentration der sechs Wochen nach der ersten Einnahme enthommenen Haarprobe am
héchsten, gefolgt von der neun Wochen nach der zweiten Einnahme enthnommenen
Haarprobe. Fir Glycolsaure lagen die Werte sechs Wochen nach der ersten Einnahme
zwischen 19 und 31 ng/mg und die Werte neun Wochen nach der zweiten Einnahme zwischen

13 und 24 ng/mg.
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Abbildung 40: Konzentrationen an Glycolsdure im Haar entnommen eine Woche nach der ersten
Einnahme, sechs Wochen nach der ersten Einnahme und neun Wochen nach der zweiten Einnahme
von 2,4 g GHB. In grin ist der ermittelte endogene Referenzbereich ohne Ausreier und in griin
schraffiert inklusive AusreiRer dargestellt. Die eingezeichnete Linie stellt die individuelle endogene
Konzentration dar, die vor der ersten Einnahme von GHB bei der Person ermittelt wurde. In rot sind
jeweils die Segmente dargestellt, die bei einer Wachstumsrate der Haare von 1 cm/Monat die erhéhten
Konzentrationen enthalten kénnten.

Fur den GHB-Metaboliten 2,4-DHB lagen, wie in Abbildung 41 zu sehen, die ermittelten
Konzentrationen aller Segmente im Vergleich mit der vor der Einnahme individuell ermittelten
Konzentration héher. Die Konzentrationen eine Woche nach der ersten Einnahme lagen alle
Uber dem hier ohne AusreiRer ermittelten endogenen Referenzbereich. Fir die beiden
anderen Entnahmen, sechs Wochen nach der ersten und neun Wochen nach der zweiten
Einnahme, verliefen die Konzentrationen absteigend. Die ersten beiden kopfnahen Segmente,

und vorrangig das erste Segment, enthielten dabei héhere Konzentrationen der Metaboliten.
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Abbildung 41: Konzentrationen an 2,4-DHB im Haar entnommen eine Woche nach der ersten
Einnahme, sechs Wochen nach der ersten Einnahme und neun Wochen nach der zweiten Einnahme
von 2,4 g GHB. In grin ist der ermittelte endogene Referenzbereich ohne Ausreier und in griin
schraffiert inklusive Ausreiller dargestellt. Die eingezeichnete gestrichelte Linie stellt die individuelle
endogene Konzentration dar, die vor der ersten Einnahme von GHB bei der Person ermittelt wurde. In
rot sind jeweils die Segmente dargestellt, die bei einer Wachstumsrate der Haare von 1 cm/Monat die
erhéhten Konzentrationen enthalten kénnten.
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Fur die Substanz 3,4-DHB lagen alle Konzentrationen oberhalb der individuellen endogenen
Konzentration und des endogenen Referenzbereichs ohne Ausreil3er. Wie in Abbildung 42 zu
sehen, waren die Konzentrationen, genau wie bei 2,4-DHB, in der eine Woche nach der ersten
Einnahme entnommenen Haarprobe von den proximalen zu den distalen Segmenten hin

ansteigend und fir die anderen beiden Haarproben eher absteigend.
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Abbildung 42: Konzentrationen an 3,4-DHB im Haar entnommen eine Woche nach der ersten
Einnahme, sechs Wochen nach der ersten Einnahme und neun Wochen nach der zweiten Einnahme
von 2,4 g GHB. In griin ist der ermittelte endogene Referenzbereich ohne AusreiRer und in grin
schraffiert inklusive AusreiRer dargestellt. Die eingezeichnete Linie stellt die individuelle endogene
Konzentration dar, die vor der ersten Einnahme von GHB bei der Person ermittelt wurde. In rot sind
jeweils die Segmente dargestellt, die bei einer Wachstumsrate der Haare von 1 cm/Monat die erhéhten

Konzentrationen enthalten kénnten.
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5 Diskussion
5.1 GHB-Analytik

5.1.1 Entwicklung und Validierung einer LC-MS/MS-Methode zur Bestimmung von GHB in

Haaren

Die Genauigkeit der analytischen Methode lag mit -12,68 % bis 20,92 % innerhalb der
akzeptablen + 30 %. Dabei gilt es zu beachten, dass die Messunsicherheit der Bestimmung
nur zum Teil von der analytischen Genauigkeit, die sich aus Prazision und systematischem
Fehler ergibt, bestimmt wird. Entscheidend ist vielmehr auch, dass fir das individuell
verschiedene Haarwachstum lediglich Modelle verwendet werden, die von durchschnittlichen
Wachstumsraten ausgehen. Da die analytische Genauigkeit der verwendeten Methode
verglichen hiermit bereits deutlich héher war, wirde eine weitere Verbesserung in dieser
Hinsicht lediglich einen geringen Vorteil bieten. Ein weiterer limitierender Faktor der
Haaranalytik ist die Probenmenge pro Segment. Die hier entwickelte Methode bendtigte
mindestens 10 mg Haare, wodurch die Lange eines Segmentes auf etwa 3 mm begrenzt
wurde, da ansonsten eine unverhaltnismaRig dicke Strahne entnommen werden musste, bei
der eine genaue Segmentierung deutlich erschwert ware. Eine Segmentierung in kleinere
Segmente als 3 mm verspricht jedoch generell keinen weiteren Erkenntnisgewinn zu liefern,
da jedes Haar einen individuellen Wachstumszyklus durchlauft und sich somit, wie bereits
einleitend beschrieben, benachbarte Haare nicht zwingend in derselben Wachstumsphase
befinden. Mit einem taglichen Wachstum von 0,3 bis 0,4 mm '3 variiert das Haarwachstum
um bis zu 30 %. Diese Einschrankungen und die damit verbundene Begrenzung auf 3 mm
koénnte wegfallen, sobald die aktuell im Forschungsinteresse stehende Ein-Haar-Analytik auch
fur GHB moglich ist.2'6217] Bisher gibt es jedoch keine Publikationen, die daraufhin deuten,

dass dies fur GHB bald routinemaf3ig moglich sein wird.

Die niedrige Extraktionsausbeute der hier vorgestellten Methode basiert auf der eher
schlechten Extraktionsfahigkeit von Ethylacetat fur GHB. Dennoch erscheint Ethylacetat laut
Literaturangaben in diesem Fall als das geeignetste Extraktionsmittel, bei dem eine
anschlielRende Verdampfung des Lésungsmittels ohne groBeren Aufwand moglich ist.'2 Um
die Extraktionsausbeute dennoch etwas zu erhohen, wurde, wie ebenfalls in der Literatur
vorgeschlagen, eine gesattigte Kochsalz-Losung anstatt Wasser als Zusatz nach der
basischen Denaturierung verwendet. Der zugegebene Glycin-Puffer mit einem pH-Wert von
2,6 wiederum sorgt fur die nahezu vollstdndige Umwandlung in die nicht-ionisierte Form (pKs
4,6) und verhindert die Umwandlung von GHB in GBL bei niedrigeren pH-Werten, wie in
Abbildung 43 gezeigt.l?'?
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Abbildung 43: pH abhangige Umwandlung von GHB in GBL und die ionisierte Form von GHB.

Die fur die GHB-Extraktion aus der Haarmatrix getesteten Festphasensaulen flhrten alle zu
dem Ergebnis, das anschlieRend keine GHB mehr nachgewiesen werden konnte. Warum das
der Fall ist, konnte nicht abschlieRend geklart werden. Eine mdgliche Erklarung ware jedoch,
dass alle Saulen, wenn sie vom Hersteller fur die GHB-Analytik getestet wurden, lediglich mit
Blut- und Urinproben getestet wurden. Die Matrix Haar stellt jedoch vollkommen andere
Anforderungen an eine Aufarbeitung, da die Substanz in die Matrix eingeschlossen
beziehungsweise daran gebunden ist. Findet eine Abtrennung der Matrixbestandteile durch
das Saulenmaterial statt, kann daran gebundene beziehungsweise adsorbierte GHB die Saule
ebenfalls nicht passieren und bleibt zusammen mit der Matrix auf der Saule. Wenn das
anschlielend verwendete Elutionsmittel nicht in der Lage ist, die Verbindung mit den
Matrixbestandteilen zu I6sen, findet keine Elution statt. Dies kann auch dann gelten, wenn wie
in diesem Fall mit demselben Extraktionsmittel wie bei der Flussig-Flussig-Extraktion
(Ethylacetat) gearbeitet wurde, da bei der Festphasenextraktion keine so kraftige Vermischung
durch Schitteln der Proben stattfindet. Dass GHB keine einfach zu extrahierende Substanz
aus Haaren ist, wird bereits an der schlechten Extraktionsausbeute von unter 25 % durch die
Flussig-Flussig-Extraktion deutlich. Widerlegt wird dieses Modell jedoch durch den ebenfalls
fehlenden Nachweis von GHB aus Kontrollproben ohne die Matrix Haar. Weitere mdgliche
Erklarungen waren eine Reaktion des Sdulenmaterials mit der zur Denaturierung verwendeten
Lauge und der zur anschlieBenden Neutralisation der Losung verwendeten Saure, sodass eine
Aufreinigung durch das Saulenmaterial anschlieBend nicht mehr mdglich ist oder eine
unspezifische Sorption an das Saulenmaterial, aufgrund des fehlenden Endcapping der
Festphasensaule (zum Beispiel bei der Clean-Up® CUQAX156 Saule) im Vergleich mit den
Ublichen HPLC-Saulen.

Vergleicht man die in der Literatur verwendeten Festphasenextraktions-Methoden fallt auf,
dass fast ausschlieBlich mit vorheriger wassriger Ultraschall-Extraktion oder sogar einer
vorangehenden vollstandigen Flussig-Flussig-Extraktion gearbeitet wurde. Die Losungen, die
auf die jeweilige Festphasensaule gegeben werden, enthalten also bereits die extrahierte GHB
in wassriger oder organischer Losung.['819219] |n der vorliegenden Arbeit wurden jedoch
Aufarbeitungen getestet, bei denen die neutralisierte wassrige Lésung nach der Denaturierung
direkt auf die Festphasensaule gegeben wurde. Eine dazu ahnlich durchgefuhrte Extraktion

wurde durch Kalasinsky et al. getestet, wobei der pH-Wert dort auf 6 eingestellt wurde und



Diskussion 103

ebenfalls keine endogenen GHB-Konzentrationen nachgewiesen werden konnten. Ob ein

Nachweis aus Kontrollproben moglich war, geht aus der Veroffentlichung nicht hervor.!'84

5.1.2 Messungen zu endogenen GHB-Konzentrationen in Haaren

Im Vergleich zu endogenen GHB-Konzentrationen im Blut (bis zu 5 mg/L) und im Urin (bis zu
10 mg/L) ¥ gibt es fiir endogene GHB-Konzentrationen im Haar immer noch vergleichsweise
wenig Daten. In Ubereinstimmung mit anderen publizierten Daten konnte im Rahmen dieser
Arbeit aus 870 Segmenten von 87 Haarstrahnen eine mittlere endogene GHB-Konzentration
von 0,75 ng/mg und aus 58 nicht segmentierten Haarproben eine mittlere endogene GHB-
Konzentration von 1,7 ng/mg bestimmt werden.['®":8 Der hohere Mittelwert der nicht
segmentierten Proben koénnte durch die Herkunft der Haarproben, den kleineren
Stichprobenumfang oder die eventuell laborbedingten methodischen Unterschiede beim
Waschen und Extrahieren begriindet sein. Aulerdem kénnte die unterschiedlich erfolgte
Probennahme einen Einfluss auf das Messergebnis haben. Bei den segmentierten Proben
wurden die Haarstrahnen direkt am Kopf entnommen, bei den nicht segmentierten Proben
handelt es sich um distale Haarabschnitte. Des Weiteren sollte eine hohere Dichte an direkt
vor der Entnahme kosmetisch behandelten Haaren in der Gruppe der nicht segmentierten
Haare in Betracht gezogen werden, was ebenfalls Auswirkungen auf die GHB-Konzentration
in Haaren haben kann. Den gréften Einfluss haben jedoch vermutlich die fir die Analyse
verwendeten Waschschritte und Extraktionsbedingungen. Auch wenn sich die beiden
erhaltenen Mittelwerte deutlich unterscheiden, ist in Abbildung 19 zu sehen, dass die
gemessenen GHB-Konzentrationen dennoch in einem sehr &hnlichen Bereich lagen. Die
Maximalwerte lagen jeweils bei 5,5 ng/mg fiir die segmentierten und bei 6,3 ng/mg fir die nicht
segmentierten Proben. In Kombination aller gemessenen Segmente aus beiden
Probenkollektiven ergab sich somit in Ubereinstimmung mit bekannten endogenen GHB-
Konzentrationen ein Referenzbereich von < 0,10 bis 6,3 ng/mg.

In der Literatur sind endogene GHB-Konzentrationen in Haaren von kleiner 0,1 ng/mg bis zu
groBRer als 10 ng/mg beschrieben.['8191.1%1] |n Tabelle 25 sind alle relevanten Literaturstellen
zur Bestimmung von endogener GHB in Haaren zusammengefasst. Goulle et al. analysierten
61 nicht segmentierte Haarstrahnen und erhielten dabei endogene GHB-Konzentrationen von
0,32 bis 1,86 ng/mg. In der gleichen Arbeit wurden ebenfalls zwdlf segmentierte Haarstrahnen
untersucht, bei denen Konzentrationen zwischen 0,31 und 8,4 ng/mg nachgewiesen werden
konnten.!'®3 Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die meisten Werte unterhalb
von 2,0 ng/mg liegen (> 98 %), es aber in Einzelfallen (vor allem in einzelnen Segmenten) zu
Ausreiflern kommen kann. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen von Goulle et

al. und denen anderer Arbeiten.l'8191 |n der erst kiirzlich verdffentlichten Studie von Strickland
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und Thomas et al. lagen ebenfalls mehr als 97 % der analysierten Segmente unterhalb von
2,0 ng/mg.1218.219]

Tabelle 25: Relevante Literaturstellen zur Bestimmung endogener GHB-Konzentrationen in Haaren und

die jeweils verwendeten Waschlésungen und Extraktionsmethoden.

Publizierende Analysierte Endogene GHB-  Waschlésungen Extraktionsmethode
[Jahr Probenzahl Konzentrationen
[ng/mg]
Kintz et al. 24 (nicht segmentiert) 0,5-12 2 xDCM, 2 min Denaturierung in
2003 (18 0,01 m NaOH,
16 Stunden, 56 °C
Goulle et al. 61 (nicht segmentiert) 0,32 -1,86 1 x MeOH, 2 min; Denaturierung in 1 m
2003 [183] 12 (segmentiert) 0,31-8,4 2 x heilkes NaOH, 15 min, 95 °C
Wasser, 3 min;
2 x DCM, 3 min
Hari et al. 27 (nicht segmentiert) <0,2-1,28 Wasser, Aceton, Waéssrige Extraktion
2013 [190] DCM im Ultraschallbad fir
2 Stunden
Schréck et al. 27 (segmentiert) <0,1-13 Wasser, Aceton, Waéssrige Extraktion
2014 11991 DCM im Ultraschallbad fir
2 Stunden
Bertol et al. 30 (segmentiert) <0,1-5,09 2 xDCM, 2 min Denaturierung in 1 m
2015 [191] NaOH, 15 min, 90 °C
Jagerdeo et al. 20 (nicht segmentiert) <1,2-44 1 x MeOH, 1 min; Pulverisiert,
2015 [192] 1 x DCM, 1 min; Denaturierung in 1 m
1 x MeOH, 1 min NaOH, 30 min, 90 °C
Vaiano et al. 150 (nicht segmentiert) 0,27 — 2,84 2 xDCM, 2 min Deanturierung in 1 m
2016 [188] NaOH, 20 min, 90 °C
Shi et al. 66 (nicht segmentiert) 0,28 — 4,91 Wasser, Aceton Deanturierung in 1 m
2016 [187] NaOH, 10 min, 90 °C
Martz et al. 87 (segmentiert) <0,1-554 1 x MeOH, 5 min; Denaturierung in 1 m
2019 [202] 2 x heilRes NaOH, 30 min,
Wasser, 5 min; 100 °C
1 x DCM, 5 min
Thomas et al. 214 (segmentiert) <0,4-547 1 x MeOH, Pulverisiert,
Strickland et al. 1 x DCM, Denaturierung in 1 m
2020 [218.219] 1 x MeOH NaOH, 45 min, 75 °C

Bertol und Busardo et al. analysierten 30 segmentierte Haarproben nach Haarfarben sortiert
und konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Haarfarben, dem Geschlecht oder
dem Alter feststellen. Die Konzentrationen lagen dabei zwischen kleiner 0,1 ng/mg und
5,09 ng/mg.["*"! Die Daten der vorliegenden Arbeit der segmentierten Haarproben zeigten

ebenfalls keinen signifikanten (p = 0,26) Unterschied bezlglich der durchschnittlichen
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endogenen GHB-Konzentrationen in Haarproben von Frauen und Mannern, obwohl der etwas
niedrigere Mittelwert der Haarproben von Frauen sich mit den Ergebnissen der von Vaiano et
al., Shi et al. und auch der von Strickland/Thomas et al. publizierten Daten zu endogenen
GHB-Konzentrationen in Haaren deckt.['87:188:2182191 Der etwas niedrigere Mittelwert aller
segmentiert analysierten Proben von 0,75 ng/mg im Vergleich mit anderen Studien kdnnte
somit eventuell eine Folge aus der hohen Anzahl an Teilnehmerinnen sein, die verglichen mit
mannlichen Teilnehmern mehr als doppelt so hoch war. Die niedrige Anzahl an Personen in
der jeweiligen Gruppe und auch die in der vorliegenden Studie ungleiche Verteilung zwischen
den Gruppen macht eine verlassliche statistische Auswertung 2zu alters- oder
geschlechtsspezifischen Unterschieden von endogenen GHB-Konzentrationen in Haaren

jedoch schwierig.

Von Kintz et al. und Bertol/Busardo et al. wurde die Vermutung aufgestellt, dass bei einer
Analyse segmentierter Haarproben die ersten 0,5 cm vom kopfnahen Ende hohere GHB-
Konzentrationen durch die Kontamination Gber Schweill aufweisen kénnten.['®1°"! Daraufhin
wurde in der Veroffentlichung vorgeschlagen, bei der Auswertung das erste Segment zu
verwerfen und von der Auswertung auszuschlieBen.?'¥! Diese These und der damit
verbundene Vorschlag konnte von den in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnissen nicht
gestutzt werden. Wie auch in Abbildung 17 zu sehen, waren im Rahmen der vorliegenden
Arbeit mit einer Konzentration von 0,74 ng/mg im Durchschnitt keine erhdhten Werte des
ersten Segmentes nachweisbar.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgeflihrte Analyse segmentierter Haarproben zeigte, dass
die Verteilung von endogener GHB innerhalb einer Haarstrdhne meistens nahezu
gleichbleibend ist, wobei die Konzentration von Haarstrahne zu Haarstrdhne von jeweils
derselben Person sich deutlich unterscheiden kann. Dies konnte aufgrund von externen
Kontaminationen, wie Schweil3, der Fall sein oder ebenfalls durch unterschiedliche
Auswascheffekte, wie die tagliche Haarpflege und die im Labor durchgefihrten
Dekontaminationsschritte, begriindet sein. Eine mdgliche Erklarung fir das breite Spektrum
an endogenen GHB-Konzentrationen kbnnen zum Beispiel die verwendeten unterschiedlichen
Waschlésungen sein, die einen Einfluss auf die ermittelten GHB-Konzentrationen haben.
Folgt man einem Vorschlag von Kintz et al., sollte vollstandig auf das Waschen der Haare
verzichtet werden und die Haare des potentiellen Opfers einer GHB-Verabreichung innerhalb
von zwoIf Stunden analysiert werden, wobei wichtig sei, dass die Haare bis zur Entnahme
ebenfalls nicht gewaschen werden.?'® Der Vorteil ware in diesem Fall, dass ein Auswaschen
und somit der Verlust von GHB vollstandig verhindert wirde. In diesem Fall scheint jedoch die
Analyse einer Urinprobe innerhalb dieser zwdlf Stunden den gleichen Nutzen zu haben.
Festzuhalten ist, sollte eine Methode mit vorherigem Waschen der Haare verwendet werden,

sollte auf jeden Fall eine parallele Analyse der Waschlésungen auf GHB stattfinden, um einen
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zu hohen Verlust durch Auswascheffekte auszuschlieen. Eine weitere Erklarung flr das breite
Spektrum an méglichen endogenen GHB-Konzentrationen kénnte neben den oben genannten
Faktoren auch die verwendete Extraktionsmethode sein. In den meisten Fallen wird entweder
eine Denaturierungsmethode mit Natronlauge oder eine wassrige Extraktion im Ultraschallbad
durchgefuhrt. Bei einer Gegenuberstellung der zur Bestimmung von endogenen GHB-
Konzentrationen in Haaren verwendeten Extraktionsmethoden und der in der jeweiligen Studie
gemessenen endogenen Konzentrationen fallt auf, dass die beiden Studien von Hari et al. 1%
und Schréck et al. 9% GHB-Konzentrationen in einem relativ schmalen Bereich von weniger
0,1 ng/mg bis kleiner 1,5 ng/mg ermittelt haben. In beiden Studien wurde im Vergleich zu allen
anderen aufgefiihrten Studien eine Extraktion mittels wassriger Lésung im Ultraschallbad

durchgeflihrt. Eine genauere Betrachtung dieser Ergebnisse findet in Kapitel 5.1.4 statt.

Die ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit auf endogene GHB vermessenen Haarproben mit einer
Lagerzeit zwischen zwei und acht Jahren erbrachten fiir 52 Segmente einen Mittelwert von
36 ng/mg. Die ermittelten Konzentrationen waren dabei signifikant héher (p = 0,03) als die
Konzentrationen der frischen vermessenen Proben. Nur zwei der vermessenen Segmente
enthielten GHB-Konzentrationen unter 2,0 ng/mg. Eine Erklarung fur erhdhte Konzentrationen
in langer gelagerten Proben konnten Verdnderungen durch Bakterien sein. Bereits 2004
veroffentlichten Elliott et al. eine Studie in der in faulnisveranderten Proben Mikroorganismen
identifiziert wurden. Nach Inokulation von Blut- und Urinproben mit verschiedenen
Mikroorganismen kam es zu einem Anstieg der GHB-Konzentrationen im Vergleich zu den
nicht mit Mikroorganismen inokulierten Proben.['*®!

Alle Proben wurden nach den Richtlinien der SoHT im Dunklen bei Raumtemperatur gelagert.
und erst kurz vor der Analyse mit der beschriebenen Waschmethode gewaschen, sodass
eventuelle Kontaminationen durch Schweil} oder Talg vor der Lagerzeit nicht von den Haaren
entfernt wurden. Eine weitere Erklarung fir die erhdhten GHB-Konzentrationen kénnten daher
Kontaminationseffekte durch Anhaftungen an den Haaren sein, die Uber die Jahre in die
Haarmatrix diffundieren und dann nicht mehr durch einfaches Waschen entfernt werden
konnen. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch kein einheitlicher Trend beobachtet werden,
dass langer gelagerte Proben héhere GHB-Konzentrationen enthalten als kirzer gelagerte
Proben. Das lasst den Schluss zu, dass vermutlich nicht allein die Lagerzeit ursachlich fur die
erhohten GHB-Konzentrationen ist.

Die Uber 14 Monate gelagerte und regelmaflig vermessene Haarprobe zeigte ebenfalls keinen
Trend, der darauf schlieBen lasst, dass es allein durch eine langere Lagerung zu einem
solchen Effekt kommt. Die Ergebnisse sprechen dafir, dass auch nach weiteren zwei Jahren
Lagerzeit keine wesentlich hdheren GHB-Konzentrationen in den Haaren zu erwarten waren,
eine Uberpriifung dieser Theorie misste jedoch noch erfolgen. Ein wesentlicher Unterschied

zwischen der regelmafig vermessenen Haarstréhne und den Ruckstellproben mit erhdhten
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GHB-Konzentrationen ist jedoch, dass die frische Haarstrahne nicht direkt an der Kopfhaut
abgenommen wurde. Es handelte sich um einen etwa 20-30 cm von der Kopfhaut entfernt
abgeschnittenen Zopf, bei dem folglich die Haare keinen direkten Kontakt zur Kopfhaut mehr
hatten. Daher kann ein Unterschied wahrend der Lagerung zu den direkt an der Kopfhaut
entnommenen Haarproben zum Beispiel bezlglich Anhaftungen wie Schweil3, Talg oder auch
Bakterien nicht ausgeschlossen werden. Diese Ergebnisse unterstitzen die Theorie der

Kontamination Gber Schweild und Talg, die hauptsachlich direkt an der Kopfhaut stattfindet.

5.1.3 Messungen zu GHB-Konzentrationen in Haaren nach regelmaRiger Aufnahme von GHB

Um abschatzen zu kénnen, wie viel beziehungsweise zu welchem Anteil GHB bei einer
externen Aufnahme (berhaupt in das Haar eingelagert wird, wurden in der vorliegenden Arbeit
19 Haarproben von Personen untersucht, die aufgrund von Narkolepsie regelmafig GHB in
Form des Medikamentes Xyrem® eingenommen haben. Die dabei eingenommenen Dosen
reichten von 3 bis 9 g Xyrem® pro Nacht, wobei es sich dabei um Mengen handelt, die eine
nicht an die Einnahme von GHB gewohnte Person vermutlich handlungsunfahig machen
wiirden.??% Eingeschrankt wird die Interpretation der ermittelten Konzentrationen dadurch,
dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit keine Messung der individuellen endogenen GHB-
Konzentration moglich war, da alle Personen bereits vor der Teilnahme an der Studie das
Medikament Xyrem® regelmafig eingenommen haben. Die analysierte Haarlange wurde so
gewahlt, dass eine gleichbleibende GHB-Dosis fur alle analysierten Segmente angenommen
werden konnte.

Im Vergleich der in der vorliegenden Arbeit unsegmentiert ermittelten endogenen GHB-
Konzentrationen, die mittels derselben Wasch-, Extraktions- und Analysemethode erhalten
wurden, mit den GHB-Konzentrationen in Haaren von Personen mit Xyrem®-Medikation und
somit regelmaRiger Aufnahme von GHB, fallt der groRe Uberlappende Bereich auf, wie in
Abbildung 44 zu erkennen ist. Mit einer maximalen Konzentration von 5,1 ng/mg lag keine der
ermittelten  durchschnittlichen ~ GHB-Konzentrationen auflerhalb des endogenen
Referenzbereichs inklusive der Ausreil3er (bis 6,3 ng/mg). Lediglich drei einzelne Segmente
von drei unterschiedlichen Personen lagen oberhalb dieser Konzentrationen.
Dementsprechend ist nahezu kein Unterschied der beiden Mittelwerte und Mediane
feststellbar (p = 0,74).
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Abbildung 44: Gegenlberstellung der in der vorliegenden Arbeit unsegmentiert und segmentiert
gemessenen endogenen GHB-Konzentrationen im Haar mit den GHB-Konzentrationen im Haar nach
regelmaBiger Einnahme von GHB. Auftragung der Messwerte mit Median, Mittelwert, Quartilen und

Ausreil3ern.

Im Vergleich zu den in der vorliegenden Arbeit ermittelten endogenen Werten segmentierter
Haarproben konnte allerdings ein signifikanter Unterschied (p < 0,01) der durchschnittlichen
GHB-Konzentrationen nach regelmafliger Einnahme festgestellt werden. Mit einem
tatsachlichen Unterschied von 1,9 ng/mg zu 0,75 ng/mg ist die forensische Relevanz jedoch
fraglich, da eine durchschnittliche Konzentration von 1,9 ng/mg immer noch deutlich im
Bereich der als endogen geltenden Konzentrationen liegt. Alle bisher vorgeschlagenen Cut-
offs zur Unterscheidung zwischen endogenen und nicht endogenen Konzentrationen liegen

deutlich tUber diesen 1,9 ng/mg.

Auffallig ist, dass der Mittelwert der mannlichen Probanden mit 2,7 ng/mg (n = 5) fast doppelt
so hoch war wie der der Probandinnen mit 1,6 ng/mg (n = 14). Eine mdgliche Erklarung neben
der Einschrankung durch die deutlich geringere Probenanzahl an Haarproben von Mannern
ware der Einfluss von kosmetischen Haarbehandlungen. Wie auch in Abbildung 22 gezeigt,
hatten vier der funf kosmetisch behandelten Haarproben von Frauen eine durchschnittliche
GHB-Konzentration von unter 1,0 ng/mg. Hatte der Konzentrationsunterschied biologische
Ursachen und wirde durch eine unterschiedliche Produktion von endogener GHB verursacht,
musste sich dieser Effekt ebenfalls in anderen Proben wie Blut und Urin zeigen. Es gibt jedoch
mindestens vier Studien, die genau wie andere Studien in Haaren auch in Blut und Urin, keinen
signifikanten Unterschied zwischen GHB-Spiegeln von Mannern und Frauen feststellen

konnten.[221-224]
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Trotz der eingenommenen relativ hohen GHB-Mengen, die in der hier durchgeflhrten Studie
untersucht wurden, konnten nur in 25 der insgesamt 136 untersuchten Segmente Werte tber
3,0 ng/mg festgestellt werden. Das heildt, etwa 18 % der untersuchten Segmente waren bei
Ansetzen eines Cut-offs von 3,0 ng/mg als nicht endogen interpretiert worden. Bei einem
denkbaren Cut-off von 5,0 ng/mg waren es mit sechs Segmenten sogar nur etwa 5 %, die
oberhalb dieses Wertes lagen und das obwonhl in jedem Fall taglich mindestens 3 g Xyrem®
eingenommen wurden. Konkret konnten bei 15 von 19 Personen Mittelwerte zwischen kleiner
0,10 ng/mg und 3,0 ng/mg ermittelt werden. Innerhalb dieser Gruppe lagen nur drei der 104
analysierten Segmente oberhalb von 3,0 ng/mg. Bei dem denkbaren Referenzwert von
5,0 ng/mg lag der Mittelwert sogar bei 18 der 19 Personen unter diesem Wert. Dabei lagen
lediglich drei der 130 Segmente dieser 18 Personen Uber dem Wert von 5,0 ng/mg und 20
Segmente Uber 3,0 ng/mg. Im Gegensatz dazu konnten wahrend der Analyse von 928
Haarsegmenten beziehungsweise Haarproben von Personen ohne GHB-Aufnahme in 3,1 %
der Falle (29 Segmenten) endogene Konzentrationen uber 3,0 ng/mg nachgewiesen werden
und in drei Fallen sogar Werte Uber 5,0 ng/mg. Diese Beobachtungen decken sich mit den
Ergebnissen aus der Studie von Mehling et al., die nach GHB-Einnahmen von fast 6 g pro Tag
bei zwei Personen mit Narkolepsie ebenfalls nur GHB-Konzentrationen von etwas unter
1,0 ng/mg im Haar nachweisen konnten.!'® Auch Ferrara et al. konnten nach der Einnahme
von bis zu 14 g GHB nur leicht erhdhte GHB-Konzentrationen von 3,0 bis 5,0 ng/mg
nachweisen.??®! Die bisher in der Literatur bekannten Studien zu GHB-Konzentrationen in

Haaren nach regelmafiger Einnahme sind in Tabelle 26 dargestellt.

Tabelle 26: In der Literatur bekannte Studien zu GHB-Konzentrationen in Haaren nach regelmafiger

Aufnahme.

Publizierende Verwendung GHB-Dosis Anzahl Endogene GHB-Konz. Extraktions-
[Jahr an GHB- nach methode
Proben Konz. Aufnahme
[ng/img]  [ng/mg]

Ferrara et al. therapeutisch 3,5-14g nicht nicht 3-5 nicht bekannt
1995 [225] bekannt bekannt
Goulle et al. Freizeitdroge nicht bekannt 1 nicht 14 Denaturierung in
2003 ["83] bekannt 1 M NaOH, 15 min,

95 °C
Cirimele et al.  Freizeitdroge nicht bekannt 4 nicht 9,2 - 229 Denaturierung in
2010 [228] bekannt 0,01 M NaOH,

16 Stunden, 56 °C
Bertol et al. Freizeitdroge nicht bekannt 1 1,26 4,56 - 9,15 Denaturierung in
2012 [193] 1 M NaOH, 40 min,

75°C
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Publizierende Verwendung GHB-Dosis Anzahl Endogene GHB-Konz. Extraktions-

IJahr an GHB- nach methode
Proben Konz. Aufnahme
[ng/mg] [ng/mg]
Wang et al. Freizeitdroge nicht bekannt 2 ~27-82 ~100 - 594 Wassrige/
2016 [198] methanolische

Extraktion bei
37 °C fiir 90 min

Busardo etal.  therapeutisch nicht bekannt 1 0,89 — 7,35-9,23 Saure

2017 1151 2,82 Denaturierung,
60 min, 100 °C

Mehling et al.  therapeutisch 5,78 g 2 nicht <LoQ-0,68 Wassrige/

2017 1941 bekannt methanolische

Extraktion bei
37 °C fir 90 min

Van Elsué et Freizeitdroge 30— 10 nicht 6,3 —239,6 Wassrige

al. 336 mL/Tag bekannt Extraktion im

2018 [199] (keine Ultraschallbad fur
weiteren 90 min
Informationen)

Eine Erklarung fur den beobachteten geringen Anstieg der GHB-Konzentrationen in Haaren
nach regelmafiger GHB-Aufnahme konnte die kurze Halbwertszeit (20 bis 60 min) von GHB
sein. Die Rolle der Halbwertszeit bei der Einlagerung von GHB in die Haare ist bisher nicht
genauer untersucht worden, man kann jedoch davon ausgehen, dass Substanzen mit kurzer
Halbwertszeit weniger in das Haar eingelagert werden, als Substanzen, die langer im
Blutkreislauf vorhanden sind und somit mehr Zeit haben in das Haar eingelagert zu werden.
Dass auch Substanzen mit kurzer Halbwertszeit, wie Zolpidem (zwei bis drei Stunden [227)
oder Ketamin (etwa 45 min 1228) bereits nach einer einmaligen Aufnahme im Haar nachweisbar
sind, 2292301 gchlielt diese Erklarung nicht zwangslaufig aus. Der Nachweis einer Substanz
nach (einmaliger) Aufnahme ist deutlich einfacher, wenn diese Substanz nicht endogen
vorkommt und somit ein einfacher qualitativer Nachweis ausreicht, um eine Aufnahme
nachzuweisen. Dagegen ist die Unterscheidung zwischen dem individuellen endogenen Level
einer korpereigenen Substanz und einer durch zusatzliche Aufnahme hervorgerufenen

Konzentration deutlich schwieriger.

Bisher ist nicht abschlieRend geklart, in welchem Mall GHB vom Kérper gebildet wird und
welche Faktoren die Bildung von GHB beeinflussen. Eine aufgenommene Menge GHB kommt
nur flr einen sehr kurzen Zeitraum zu der bereits bestehenden Menge an endogener GHB
hinzu. Die Konzentration im Blut ist somit auch nur flr eine sehr kurze Zeit erhoht.['213%]
Maximale Blutspiegel wurden nach der Aufnahme von 1,75 g oder 5,25 g jeweils nach etwa

einer halben bis zwei Stunden beobachtet.?®] Diese Zeit reicht eventuell nicht aus, um zu
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einer vermehrten Einlagerung von GHB Uber das Blut in die Haare beizutragen.

In der bereits erwahnten Studie von Van Elsué et al. gibt es jedoch einen Hinweis darauf, dass
vielmehr die Haufigkeit der Aufnahme eine Rolle spielen kénnte als die Hohe der Dosis.['%]
Dies scheint plausibel, da viele kleine Dosen den Blutspiegel langerfristig erhéhen wiirden und
eine Einlagerung ins Haar tUber das Blut somit wahrscheinlicher stattfinden und langer
andauern wirde. Kleine aber haufigere Dosen waren somit besser im Haar nachweisbar als
eine einzelne gréRere Dosis. Nach einer einzelnen Aufnahme pro Tag ist die Menge an
aufgenommener GHB im Vergleich zu der im Kérper vorkommenden GHB also vermutlich sehr
gering. Zudem gehért GHB nicht zu den Substanzen die gut in das Haar eingelagert werden.
Lipophile und basische Eigenschaften und die Bindung an Melanin helfen bei der Einlagerung.
Eine weniger lipophile und saure Substanz wie GHB, die keine Affinitat zu Melanin zeigt, durfte

demnach weniger gut in das Haar eingelagert werden.

Geht man davon aus, dass sich die aufgenommene GHB-Menge in der gemessenen
Konzentration im Haar widerspiegelt, musste man bei einer regelméaRigen Einnahme der
gleichen Menge GHB sowohl eine gleichmaRige Verteilung von GHB innerhalb einer
Haarstrahne sehen als auch eine Korrelation zwischen eingenommener Dosis Xyrem® und
ermittelter GHB-Konzentration im Haar. Die Tatsache, dass nur eine geringe Abhangigkeit
zwischen der Dosis und der gemessenen GHB-Konzentration besteht, ist in Abbildung 45

dargestellt und wird durch einen Korrelationskoeffizienten von 0,3 ebenfalls deutlich.
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Abbildung 45: Korrelation zwischen eingenommener Xyrem®-Dosis und der ermittelten GHB-

Konzentration im Haar (r = Korrelationskoeffizient) (Abbildung verandert nach Nebel et al.l214]).

Teilweise hatten Personen mit hohen Xyrem®-Dosierungen niedrige GHB-Konzentrationen in
den Haaren von unter 0,10 ng/mg. Im Gegensatz dazu gab es auch Personen mit niedrigen
Xyrem®-Dosierungen und relativ hohen GHB-Konzentrationen im Haar. Die Beobachtung,
dass eine héhere Dosis GHB nicht zwangslaufig mit hdheren GHB-Konzentrationen im Haar
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einhergeht, deckt sich mit den Ergebnissen der Studie von Van Elsué et al., bei der ebenfalls
keine Korrelation festgestellt werden konnte.l'*]

Die Dauer der Aufnahme vor der Probenentnahme scheint dabei keine Rolle zu spielen, da
hier nahezu keine Korrelation zwischen gemessener GHB-Konzentration und der Dauer der
Xyrem®-Einnahme festgestellt werden konnte (r = 0,1), wie in Abbildung 46 gezeigt.
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Abbildung 46: Korrelation zwischen Dauer der Xyrem®-Einnahme und gemessener GHB-

Konzentration im Haar (r = Korrelationskoeffizient) (Abbildung verandert nach Nebel et al. [214]).

Gestltzt werden diese Ergebnisse auRerdem durch die Analyse der Haarstrahnen von den
Personen 05 und 10, in beiden Fallen wurden zunéchst lediglich 1,5 cm untersucht, da eine
regelmafige Einnahme von GHB nur fur diesen Zeitraum bekannt war. In beiden Fallen war
die Haarstrahne jedoch lénger, sodass weitere Segmente untersucht werden konnten.
Entgegen den Erwartungen waren die GHB-Konzentrationen in den distalen Segmenten
jedoch nicht niedriger als in den proximalen. Fur Person 05 lagen alle untersuchten Segmente
unter dem LoD von 0,10 ng/mg und fur Person 10 konnten in den drei proximalen Segmenten
Konzentrationen zwischen 0,31 und 0,34 ng/mg ermittelt werden wahrend in den sieben
distalen Segmenten Konzentrationen zwischen 0,21 und 0,94 ng/mg GHB gemessen wurden.
Generell konnte fur die Verteilung innerhalb einer Haarstrahne kein einheitlicher Trend
beobachtet werden. Sind die Konzentrationen der endogenen GHB-Spiegel innerhalb einer
Haarstrahne relativ konstant, so folgt dies bei zusatzlich aufgenommener GHB keinem Trend.
Es gab sowohl Haarstrahnen mit ansteigenden GHB-Konzentrationen vom proximalen zum
distalen Ende hin als auch Haarstrahnen mit abfallenden oder stark schwankenden
Konzentrationen der einzelnen Segmente, wie in Abbildung 23 dargestellt. Eine mdgliche
Erklarung fur solche Beobachtungen kénnte eine nachtrégliche externe Einlagerung uber

Schweil}, Talg oder regelméaRigen Kontakt mit der Substanz sein.
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5.1.4 Methodenvergleich

Ein Grund fur die groRen Variationen zwischen den endogenen Werten verschiedener
Personen und vor allem verschiedener Studien liegt vermutlich wie bereits erwahnt in den
Auswascheffekten durch wassrige Loésungen oder Methanol. Je nach Dauer und verwendeter
Menge an Waschlésung, ist dieser Effekt vorrausichtlich unterschiedlich stark ausgepragt. Ein
weiterer Faktor, der zu einem breiten Spektrum an ermittelten GHB-Konzentrationen in Haaren
beitragen kann, ist die Art der verwendeten Blank-Matrix fir die Validierung. Dabei kommen
aufgrund des endogenen Charakters von GHB synthetische Haare, Haare mit GHB-
Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze, Haare, die so lange gewaschen wurden, dass
keine GHB mehr nachweisbar ist oder die Standardadditionsmethode in Frage. Zudem kommt
eine Beeinflussung des Ergebnisses durch die verwendete Extraktionsmethode ebenfalls in
Betracht.

Die am haufigsten verwendeten Extraktionsmethoden sind eine alkalische Denaturierung mit
Natronlauge oder eine meist wassrige oder wassrig/methanolische Extraktion mittels
Ultraschallbad. Bei den in Tabelle 25 zusammengefassten Studien wurde von Hari et al. ['%)
und Schréck et al. "% die Aufarbeitung mittels wassriger Losung durchgefiihrt. In beiden
Studien liegen die ermittelten endogenen Werte bezogen auf die anderen Studien in einem
vergleichsweise engen Bereich. Ubertragt man diese Beobachtung auf die in Tabelle 26
zusammengefassten Studien zu regelmaRiger Aufnahme von GHB, ist jedoch kein Muster zu
erkennen. Es gibt Studien, die nach regelmaRiger Aufnahme von GHB, sowohl nach der
Aufarbeitung durch wassrige Losungen %1981 als auch durch alkalische Hydrolyse,??®! sehr
hohe GHB-Konzentrationen (> 200 ng/mg) in Haaren nachweisen konnten. Andererseits gibt
es auch Studien die nach wassriger Aufarbeitung '** oder Denaturierung durch Natronlauge
[183.193] keine oder nur sehr moderate Erhdhungen an GHB-Konzentrationen festgestellt haben.
Um die angesprochenen Unterschiede zwischen den Extraktionsmethoden im Rahmen dieser
Arbeit zu untersuchen und auszuschliefen, dass die unwesentliche Erhéhung der Messwerte
in Haarproben von Personen nach regelmaliger GHB-Aufnahme nicht blo3 auf die
verwendete Extraktionsmethode zurlickzufiihren ist, wurden die zwoIlf Haarproben der
Personen mit Xyrem®-Medikation, von denen Riickstellproben vorhanden waren, zusétzlich
zur basischen Denaturierung erneut mittels methanolischer Ultraschall-Extraktion
aufgearbeitet. FUr den Vergleich wurden keine Haare von Personen ohne GHB-Aufnahme
gewahlt, da die Vergleichbarkeit bei hdheren Konzentrationen im Haar aussagekraftiger ist als
bei endogenen GHB-Spiegeln, von denen viele unterhalb der Nachweisgrenze liegen. Im
direkten Vergleich der einzelnen Haarstrahnen lagen die ermittelten durchschnittlichen GHB-
Konzentrationen nach der Ultraschall-Extraktion niedriger als die GHB-Konzentrationen nach
basischer Denaturierung. Vergleicht man die Mittelwerte aller analysierten Segmente, lagen

die Werte um etwa 14 % niedriger als die mittels Natronlauge extrahierten Segmente. Jede
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einzelne Haarstrahne miteinander verglichen lieferte jedoch kein einheitlich niedrigeres
Ergebnis wie auch in Abbildung 24 gezeigt ist. Es wurden sowohl Haarstrahnen mit hdheren
als auch mit niedrigeren Konzentrationen gemessen. Der Anteil lag bei etwa der Halfte fur
jedes Szenario. Die Abweichungen betrugen ca. 1 ng/mg (10-fach) héheren bis zu etwa
1,8 ng/mg (8,6-fach) niedrigeren Konzentrationen nach der Ultraschall-Extraktion. Diese
Beobachtungen decken sich auch mit den bereits zuvor diskutierten Ergebnissen anderer
Studien und sind ein weiterer Hinweis darauf, dass die ermittelten GHB-Konzentrationen im
Haar sehr wahrscheinlich abhangig von der Extraktionsmethode sind, dies jedoch nicht der
einzige Faktor sein kann, der das Ergebnis beeinflusst. Die Abweichungen der bei der
jeweiligen Analyse mitgelaufenen hohen (2,5 beziehungsweise 5,0 ng/mg) Kontrollproben
lagen bei etwa 5 % Erhéhung Uber dem Sollwert fur die Ultraschall-Extraktion und etwa 7 %
Erhéhung flr die Extraktion durch basische Denaturierung. Bei den niedrigen Kontrollproben
(0,25 ng/mg) lagen die Abweichungen flr die Extraktion durch basische Denaturierung mit
etwa 2 % Erhéhung sogar noch etwas niedriger. Auffallig ist die relativ hohe Abweichung der
niedrigen Kontrollproben von fast 40 % nach unten fir die Ultraschall-Extraktion. Durch diese
Ergebnisse konnten die niedrigeren GHB-Konzentrationen nach Ultraschall-Extraktion
relativiert werden. Dagegen spricht jedoch, dass sich die ermittelten Konzentrationen in
Realproben eher im Bereich der hohen Kontrollproben befanden, die eine sehr geringe

Abweichung zwischen den beiden Aufarbeitungsmethoden aufgewiesen haben.

5.1.5 Messungen zu GHB-Konzentrationen nach Einmalgabe von GHB

Verschiedene Studien untersuchten neben den individuellen endogenen GHB-
Konzentrationen in Haaren bereits auch die Mdglichkeit eine einmalige Aufnahme von GHB in
den Haaren nachzuweisen. Eine Zusammenfassung der dazu durchgeflhrten Studien ist in

Tabelle 27 gezeigt.

Tabelle 27: In der Literatur bekannte Studien zu GHB-Konzentrationen in Haaren nach einmaliger
Aufnahme von GHB.

Publizierende Aufnahme GHB-Dosis  Anzahl Endogene GHB-Konz. Aufnahme

[Jahr an GHB-Konz. Nach der nachgewiesen
Proben [ng/mqg] Aufnahme
[ng/mg]

Kintz et al. DFC unbekannt 1 ~0,5 ~2,5 Ja

2003 @8] freiwillig 25 mg/kg 1 ~3 ~4 (Ja)

Goulle et al. DFC unbekannt 1 0,71 3,1-5,3 Ja

2003 [83] freiwillig 30,4545,60 1 0,62 1,22 -1,66 Ja

mg/kg
Paul et al. Freizeitdroge  unbekannt 1 0,1-0,3 3,81-45 Ja

2011 6]
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Publizierende Aufnahme GHB-Dosis  Anzahl Endogene GHB-Konz. Aufnahme
[Jahr an GHB-Konz. Nach der nachgewiesen
Proben [ng/mg] Aufnahme
[ng/mg]
Hari et al. freiwillig 27/28 mg/kg 2 ~0-0,3 Keine Nein
Schrock et al. Veranderung
2013 [190,199]
Bertol et al. freiwillig 25 mg/kg 12 0-3,21 14-7,12 Ja
2015 [191] Freizeitdroge  unbekannt 2 1,19-2,80 3,85-6,41 Ja
/DFC
Busardo et al. DFC/ 29 1 0,73 4,3 Ja
2017 (97 Freizeitdroge
Shi et al. DFC unbekannt 1 ~1 431 Ja
2016 [187]
Mehling et al. therapeutisch 69 1 0,48 — 0,65 Keine Nein
2017 (94 Veranderung

Hari et al. "% Schréck et al. %9 und Mehling et al. '°* kamen zu dem Schluss, dass sich eine
einmalige Aufnahme nicht in den Haaren nachweisen lasst. Andere Studien dagegen
beschrieben signifikante Unterschiede nach freiwilliger oder unfreiwilliger Aufnahme von GHB
zwischen analysierten Segmenten, die endogene Werte abbilden sollten und Segmenten, die
vom Wachstum im beschriebenen Aufnahmezeitraum liegen sollten.['8.183.187.191.197] Betrachtet
man die in diesen Studien nachgewiesenen Konzentrationen genauer, fallt jedoch auf, dass
sich ein Grofteil der ermittelten Werte in einem Bereich befindet, in dem durchaus auch Werte
von endogenen GHB-Konzentrationen liegen kénnen (bis zu 3,0 oder sogar 5,0 ng/mg). Selbst
innerhalb einer Studie wurden teilweise deutlich hdhere endogene Konzentrationen bei
derselben Person gemessen.['® Zudem haben zwei der Studien eine erhdhte Konzentration
Woche und

nachgewiesen.['8318] Dabei stellt sich die Frage, ob das entscheidende Segment bereits nach

bereits nach etwa einer lediglich im ersten kopfnahen Segment
einer Woche an der Kopfoberflache angekommen ist und ein Nachweis somit Uberhaupt
moglich war. Zudem wird in einigen Studien die Meinung vertreten, dass im ersten kopfnahen
Segment die Werte nicht verwertbar sind, da dort Gber Schweil® ebenfalls Kontaminationen
auftreten kénnen und die dort gemessen Werte deutlich hoher liegen als im Rest des
Haares.['8191.213] Eindeutigere Ergebnisse lieferten, abgesehen von der Studie von Bertol et al.
(191 lediglich Studien, in denen es um mdgliche Falle von sexuellem Missbrauch unter dem
Einfluss von Betdubungsmitteln ging. In diesen Féllen ist die genaue Dosis an GHB nicht
bekannt und liegt eventuell deutlich Gber den in den Studien mit Freiwilligen verabreichten
Dosen, wodurch ein Nachweis wahrscheinlicher werden wiirde. Ein Unterschied der Studie an
Freiwilligen von Bertol et al. ['*"! zu den Studien, die nach freiwilliger Aufnahme keine erhohten

GHB-Konzentrationen feststellen konnten, ist die verwendete Waschlésung, die bei Bertol et
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al. "®" lediglich aus Dichlormethan bestand und bei den anderen Studien entweder einen
Waschschritt mit Wasser 190194199 oder Methanol ['8! enthielten. GHB ist in Dichlormethan im
Gegensatz zu Wasser und Methanol nicht I6slich, wodurch zwar externe Kontaminationen am
Haar schlechter entfernt werden kdnnen, ein Auswaschen der Substanz aus dem Haar jedoch
vermieden wird. Bisher wurden Auswascheffekte nur an Haarproben mit endogenem GHB-
Gehalt getestet. Der Effekt ist dort jedoch vermutlich wesentlich geringer ausgepragt
beziehungsweise kann nicht genau abgeschatzt werden, da bei niedrigeren Konzentrationen
oder sogar Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze eine Abnahme unbemerkt bleibt
beziehungsweise einen sehr geringen Stellenwert besitzt. Bei Proben nach GHB-Aufnahme
konnte dieser Effekt jedoch eine wesentlich bedeutendere Rolle fiir die anschliefdend

durchgeflihrte Analytik spielen.

In der vorliegenden Studie wurde ebenfalls versucht, einmalige GHB-Aufnahmen in Haaren
nachzuweisen. Dazu wurden einem freiwilligen Probanden im Abstand von etwa sieben
Wochen zweimal etwa 2,5 g GHB-Natriumsalz verabreicht. Obwohl bisher keine Korrelation
zwischen eingenommener Dosis und gemessener Konzentration in Haaren beobachtet
werden konnte, wurde, auf Grundlage bisheriger Studien, bei Einnahme von etwa 2,5 g GHB
mit keinem bis zu einem sehr geringen Effekt auf die GHB-Konzentrationen in Haaren
gerechnet. In allen untersuchten Haarproben konnte anschlieRend, bezogen auf die vor der
Einnahme vermessene GHB-Konzentration im Haar, nach der Einnahme kein Anstieg der
GHB-Konzentrationen nachgewiesen werden.

Ab welcher Konzentration man von einem Anstieg und somit einem Nachweis sprechen kann,
ist ebenfalls Thema von aktuellen Studien und Diskussionen innerhalb der Fachgesellschaften.
Die SoHT gibt aktuell keinen Cut-off oder einen prozentualen Anstieg im Vergleich zu anderen
Segmenten vor, um von einer Aufnahme von GHB ausgehen zu kénnen. In den Richtlinien des
Buros der Vereinten Nationen fir Drogen- und Verbrechensbekampfung (UNDOC) wird fur die
forensische Analytik von ,Drug Facilitating Sexual Assault and Other Criminal Acts’
vorgeschlagen, dass die GHB-Konzentration 10-mal so hoch wie die der anderen Segmente
liegen muss, um von einer Aufnahme ausgehen zu kénnen.?%? Bertol et al. dagegen haben,
basierend auf einer Studie mit zwolf Freiwilligen, die alle 25 mg/kg GHB eingenommen haben,
ein Verhaltnis von 4,45:1 nach einem Monat und ein Verhaltnis von 3,35:1 nach zwei Monaten
vorgeschlagen, um eine (einmalige) Aufnahme eindeutig zu belegen.[®"! Basierend auf den in
der Literatur bekannten Fallen scheint das Kriterium eines 10-fach erhéhten Segmentes zu
streng,?*¥ mit Ausnahme des Berichts von Paul et al. "% erfiillt keiner der beschriebenen Falle
dieses Kriterium. Sinnvoller erscheint es zum Beispiel eine Erhéhung zweier benachbarter

Segmente zu bericksichtigen und als Kriterium heranzuziehen.
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5.2 GHB-Metaboliten-Analytik

Prinzipiell ist der Nachweis von polaren Metaboliten im Gegensatz zu den héaufig unpolaren
Muttersubstanzen im Haar zuné&chst nicht Erfolg versprechend, da polare Substanzen
schlechter in das Haar eingelagert werden als unpolare. Dennoch kann im Fall von kleinen,
polaren und hydrophilen Molekilen, wie GHB, die Verstoffwechselung unter Umstanden dazu
fuhren, dass die gebildeten Metaboliten durch veranderte chemische Eigenschaften oder eine

langere Halbwertszeit leichter in die Haarmatrix eingelagert werden.

2,4-DHB, 3,4-DHB, Glycolsaure und GHB-Sulf sind Stoffwechselprodukte bei der
Metabolisierung von GHB.®°"l Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von GHB und den damit
verbundenen haufig falsch negativen Tests nach einer Aufnahme von GHB, wird seit einiger
Zeit nach einer Mdglichkeit gesucht, das Nachweisfenster von GHB in Blut und Urin deutlich
zu verlangern. Dazu wurden bereits verschiedene chemisch-toxikologische oder auch
genetisch-molekularbiologische Ansatze verfolgt.[®41%0.1942341 Einer der vielversprechenderen
Wege zielt auf den Nachweis von langlebigeren Metaboliten von GHB ab. Da GHB ein sehr
kleines Molekll ist und rasch Uber den Citratzyklus abgebaut wird, gibt es nicht viele
Abbauprodukte, die spezifisch fur GHB sind. Bei den hier gewahlten Metaboliten handelt es
sich nach derzeitigem Erkenntnisstand um Stoffwechselprodukte von GHB, die abgesehen
von einer endogenen Produktion durch den Metabolismus von GHB, im Falle von 3,4-DHB
zum Beispiel auch tiber die Nahrung aufgenommen werden kdnnen.?%! Ein weiterer Grund fur
erhdhte 3,4-DHB-, 2-4-DHB- oder Glycolsaure-Konzentrationen kdnnen pharmakogenetische
Einflissen durch Krankheiten wie die einleitend bereits erwdhnte Succinic Semialdehyde
Dehydrogenase Deficiency sein, bei der der Stoffwechsel Giber den Citratzyklus gehemmt ist.®
Ein weiteres Beispiel flir mogliche Ursachen einer erhéhten Produktion von Glycolsaure ist die
Verstoffwechselung nach einer Vergiftung mit Ethylenglykol.”*®! Das bedeutet, eine erhohte
Konzentration dieser Metaboliten deutet nicht zwangslaufig auf eine erhéhte Konzentration an
GHB hin, sind die Metaboliten-Konzentrationen nach einer Aufnahme von GHB jedoch erhoht,
kann man von einem Zusammenhang ausgehen.

Bereits in den 1980er Jahren konnten Lee et al. zeigen, dass durch die Aufnahme von GBL
vermehrt 3,4-DHB im Urin ausgeschieden wird.®® Zudem konnte von Brown et al. und Shinka
et al. gezeigt werden, dass ein gestorter Abbau von GHB uber den Citratzyklus ebenfalls zu
einer erhohten Konzentration an 2,4-DHB, 3,4-DHB und Glycolsaure im Urin fiihrt.®":2%"1 Die
bisher bekannten Phase-lI-Metaboliten von GHB, GHB-Gluc und GHB-Sulf, wurden erst
wesentlich spater mit dem Stoffwechsel von GHB in Verbindung gebracht.l®>" Aufgrund der
generell langeren Halbwertszeiten von Glucuroniden und den noch langeren Halbwertszeiten
von sulfatierten Metaboliten wurden auch diese im Hinblick auf ein verlangertes
Nachweisfenster von GHB untersucht. Da es bereits Studien zum Nachweis von GHB-Gluc in

der Matrix Haar gibt und dort keine erhdhten Substanzkonzentrationen nach GHB-Aufnahme
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nachgewiesen werden konnten,!"®® wurde in der vorliegenden Studie zusatzlich zu 2,4-DHB,
3,4-DHB und Glycolsaure nur GHB-Sulf untersucht.

5.2.1 Entwicklung und Validierung einer LC-MS/MS-Methode zur Bestimmung von GHB-

Metaboliten in Haaren

Die bei der Methodenentwicklung aufgetretenen Schwierigkeiten sind zum einen durch den
endogenen Charakter der Substanzen begrindet, wodurch eine Validierung und Kalibration
fur 2,4-DHB, 3,4-DHB und Glycolsaure nur ohne Matrix méglich war. Zum anderen handelt es
sich bei den beiden Dihydroxysauren um Isomere, die flissigkeitschromatographisch mit den
zunachst getesteten Bedingungen nicht zu trennen waren. Bei der letztendlich verwendeten
Hillic Saule handelt es sich um eine Phase, welche speziell fir die Trennung von hydrophilen
Substanzen wie polaren organischen Sauren entwickelt wurde. Aufgrund der
unterschiedlichen Stellung der Hydroxygruppe haben die beiden Dihydroxysauren eine
unterschiedliche Polaritat. Der naherungsweise mit der Software ChemDraw Ultra 10.0
berechnete Verteilungskoeffizient in n-Octanol/Wasser (CLogP) ist bei 2,4-DHB hoher als bei
3,4-DHB. Passend dazu wurde 2,4-DHB starker retardiert. Die leicht unterschiedliche
Retention war ausreichend, um die Substanzen chromatographisch zu trennen.

Wahrend der Messung traten in einigen Proben vor allem im Zusammenhang mit 3,4-DHB
(auch in Leerproben) Stérpeaks auf, die eine quantitative Auswertung der Konzentrationen nur
eingeschrankt oder Uberhaupt nicht zulielen. Eine mogliche Erklarung dieser Beobachtung
ware die von Fell et al. bereits bei Raumtemperatur beschriebene Umwandlung von einigen
Zuckern (z. B. Maltose) in 3,4-DHB unter alkalischen Bedingungen.?*! Diese Umwandlung
ware auch geeignet, die wahrend dieser Arbeit aufgetretenen Stérpeaks beziehungsweise den
fehlenden Nachweis einiger der Metaboliten nach der Aufarbeitung durch Denaturierung
(alkalische Hydrolyse) zu erklaren. Die auf ihre Langzeitstabilitat Uberpriften Proben lagen fur
die niedrigen Kontrollen jeweils in dem geforderten Bereich. Die hohen Stabilitatsproben lagen

fur alle vier Metaboliten etwas oberhalb des akzeptablen Bereichs.

5.2.2 Messungen zu endogenen GHB-Metaboliten-Konzentrationen in Haaren

Bereits seit einigen Jahren werden GHB-Metaboliten in Blut- und Urinproben und teilweise
auch in Haaren quantitativ untersucht. Dennoch existieren nur sehr wenige Daten in der
Literatur zu moglichen endogenen Konzentrationsbereichen. Die dazu bisher in der Literatur
bekannten Studien sind in Tabelle 28 zusammengefasst. Dabei lagen in allen Studien die
ermittelten endogenen Konzentrationen von 2,4-DHB niedriger als die von 3,4-DHB und diese
wiederum niedriger als die von Glycolsdure. Zu endogenen Konzentrationen der Metaboliten
GHB-Gluc und GHB-Sulf gibt es ebenfalls nur sehr wenige Publikationen. Die GHB-Sulf-
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Konzentrationen im Urin waren nach diesen in etwa im Bereich der Konzentrationen von 2,4-
DHB und 3,4-DHB oder sogar noch darunter einzuordnen. Eine Ausnahme bilden die
Messwerte der Studie von Piper et al., bei der die Konzentrationen fir GHB-Gluc und GHB-
Sulf im Urin deutlich oberhalb der Messwerte der anderen Studien lagen und demnach
oberhalb der beiden Metaboliten 2,4-DHB und 3,4-DHB einzuordnen waren.®4

Tabelle 28: Studien zu GHB-Metaboliten und deren endogenen Konzentrationen in Blut, Urin und

Haaren.
Publizierende Probenanzahl Matrix Metabolit Konzentration
IJahr
Bouatra et al. 22 Urin 2,4-DHB 0,3 — 1,8 mmol/mol Creatinin
2013 [238]
3,4-DHB 21,9 — 56,1 mmol/mol Creatinin
Glycolsaure 2,9 — 78,1 mmol/mol Creatinin
Petersen et al. 50 Urin GHB-Gluc 0,11 -5 mg/L
2013 %91 (D1,3+1,2mg/L)
Wang et al. 10 Haare GHB-Gluc < 0,48 - 1,23 ng/mg
2016 [19]
Keyfi et al. 251 Urin 2,4-DHB < 4 mmol/mol Creatinin
2017 [239]
3,4-DHB < 7 mmol/mol Creatinin
Glycolsaure < 16 mmol/mol Creatinin
Piper et al. 150 Urin GHB-Gluc 5-198 mg/L
2017 194 (9 66 mg/L)
GHB-Sulf 0,09 — 115 mg/L
(9 41 mg/L)
Mehling et al. 50 Blut GHB-Gluc 0,011 — 0,067 mg/L
2017 12401
50 Urin GHB-Guc 0,16 — 7,1 mg/L
Jarsiah et al. 101 Blut 2,4-DHB <0,12-1,38 mg/L
2020 2 3,4-DHB <0,13-2,59 mg/L
Glycolsaure < 0,03 -4,92 mg/L
132 Urin 2,4-DHB 0,72 — 26,2 mg/L
(9 13 mmol/mol Creatinin)
3,4-DHB 1,88 — 122 mg/L

(9 47 mmol/mol Creatinin)

Glycolsaure 1,3 —400 mg/L
(9 104 mmol/mol Creatinin)

Die in der vorliegenden Arbeit im Rahmen der Bestimmung des endogenen
Konzentrationsbereichs der GHB-Metaboliten gemessenen 65 Haarproben konnten aufgrund
der Probengewinnung nicht segmentweise untersucht werden. Fir jede Haarprobe konnte

demnach nur ein Wert erhalten werden.
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Die im Haar festgestellten Konzentrationen der untersuchten GHB-Metaboliten wiesen,
entsprechend den bekannten endogenen Konzentrationen in Blut und Urin, ebenfalls die
folgende Konzentrationsverteilung auf: 2,4-DHB < 3,4-DHB < GHB-Sulf < Glycolsaure.
Betrachtet man die in der Einleitung in Kapitel 1.4 angesprochenen zugrundeliegenden
Reaktionsmechanismen der Alpha- und Beta-Oxidation, koénnen die erhaltenen
Konzentrationen durch diese Ablaufe teilweise eingeordnet und interpretiert werden. Die Beta-
Oxidation stellt im Normalfall den bevorzugten Weg beim Abbau von geradzahligen,
gesattigten Fettsauren dar. Ist diese Reaktion durch einen Rest am Beta-C-Atom gehemmt,
Uberwiegt stattdessen die Alpha-Oxidation. Liegen keine Griinde gegen den Abbau Uber die
Beta-Oxidation vor, findet die Alpha-Oxidation dennoch zu einem kleinen Teil statt. Demnach
sollten beim Abbau der geradzahligen, gesattigten Fettsaure GHB die Konzentrationen an 3,4-
DHB im Vergleich zur 2,4-DHB erhoht sein.'! Generell gewinnt der Abbau Uber diese beiden
Wege jedoch nur dann an Relevanz, wenn der Abbau uber die Oxidation durch GHB-
Dehydrogenase und somit Gber den Citratzyklus gehemmt ist, zum Beispiel aufgrund eines

Enzymmangels an Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase.®"

Fir den Metaboliten 2,4-DHB konnten in dieser Arbeit nur 26 der 65 Proben quantitativ
ausgewertet werden. Der Mittelwert lag dabei mit 0,20 ng/mg deutlich unterhalb des fir GHB
typischen endogenen Bereichs von etwa 1,0 ng/mg. Da es sich bei der Konzentration von
0,20 ng/mg auch um die Bestimmungsgrenze handelt, liegt der tatsachliche Mittelwert
vermutlich deutlich niedriger. Fur den Metaboliten 3,4-DHB lagen 38 der 65 gemessenen
Konzentrationen im quantifizierbaren Bereich und der erhaltene Mittelwert lag mit 0,56 ng/mg
in etwa dreimal so hoch wie der Mittelwert fir 2,4-DHB. Wobei auch hier aufgrund der hohen
Anzahl an Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze mit einem niedrigeren Mittelwert
gerechnet werden sollte. Der niedrigere Mittelwert fir 2,4-DHB passt zu der Annahme, dass
die Beta-Oxidation bei GHB bevorzugt vor der Alpha-Oxidation stattfindet. Die generell eher
niedrigen Messwerte passen ebenfalls zu den vermuteten Ablaufen wahrend des
Metabolismus von GHB, da die Verstoffwechselung Uber die Oxidation zu den
Dihydroxysauren bei gesunden Menschen nur einen sehr kleinen Teil des GHB-Abbaus

ausmachen sollte.

Die Glycolsaure-Konzentrationen von durchschnittlich 4,7 ng/mg lagen deutlich Gber den
ermittelten Konzentrationen der anderen drei GHB-Metaboliten. Glycolsaure entsteht Uber den
Zwischenschritt der 3,4-DHB auch auf dem Weg der Beta-Oxidation und wird weiter umgesetzt
zu Oxalsaure. Die deutlich hdheren Konzentrationen im Vergleich zu den anderen Metaboliten
kénnten, zumindest zum Teil, durch das natlrliche Vorkommen von Glycolsaure in
verschiedenen Lebensmitteln wie Trauben, Zuckerriben und Rosmarin begriindet sein.

Analog zum Ethanol-Metabolismus wird auch bei der Hydroxycarbonsaure GHB wahrend des

Metabolismus ein Sulfat-Addukt gebildet. Wenn der Metabolismus von GHB vergleichbar ist
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mit dem von Ethanol, kdnnte man annehmen, dass weniger als 0,1 Prozent der vorhanden
GHB zu GHB-Sulf metabolisiert werden.?* AuBerdem wére dann auch anzunehmen, dass
die Konzentrationen von GHB-Gluc und GHB-Sulf vergleichbar waren, beziehungsweise die
von GHB-Sulf sogar noch etwas niedriger liegen wiirden. In Ubereinstimmung mit dieser
Annahme liegen zum Beispiel die von Piper et al. erhaltenen Daten zu GHB-Gluc- und GHB-
Sulf-Konzentrationen im Urin, wobei die Spanne der Messwerte innerhalb der Studie sehr grof3
war.®4 Mit 1,1 ng/mg lag die durchschnittliche Konzentration an GHB-Sulf in der vorliegenden
Arbeit etwa im Bereich der endogenen GHB-Konzentrationen. Vergleicht man die erhaltenen
Konzentrationen an GHB-Sulf mit den einzigen in der Literatur bekannten Messwerten zu
endogenen Konzentrationen von GHB-Gluc, fallt auf, dass die Werte der hier durchgeflihrten
Studie in etwa im selben Bereich lagen wie die Messwerte von Wang et al.l'®® (< 0,48-
1,23 ng/mg), wobei entgegen der obigen Voriberlegung die endogenen Konzentrationen an
GHB-Sulf etwas Uber den GHB-Gluc-Konzentrationen zu liegen scheinen. Dies kann jedoch
aufgrund der wenigen Messdaten und der nicht innerhalb einer Studie gewonnenen Daten

nicht als aussagekraftige Beobachtung gewertet werden.

Um einen eventuell bestehenden Unterschied der Metaboliten-Konzentrationen in
Abhangigkeit der Haarlange zu diskutieren, wurden die Haare wie bereits erwahnt zusatzlich
in zwei Gruppen aufgeteilt (Haarproben von Haaren mit einer Gesamtlange klrzer als 10 cm
und Proben von Haaren langer als 10 cm). Bei Glycolsdure und GHB-Sulf lagen die
Konzentrationen von 13 der 15 langen Haarproben unterhalb des jeweiligen Mittelwertes. Bei
2,4-DHB und 3,4-DHB waren es 14 der 15 langen Haarproben, die unterdurchschnittliche
Konzentrationen aufwiesen. Fir den Metaboliten 2,4-DHB konnte lediglich fir eine (7 %) der
15 langeren Haarproben ein Messwert oberhalb der Bestimmungsgrenze erhalten werden,
wobei 25 (50 %) der 50 kiirzeren Haarproben eine quantifizierbare Konzentration aufwiesen.
Far 3,4-DHB lagen die Konzentrationen von drei (20 %) der langen und 35 (70 %) der kurzen
Haarproben oberhalb der Bestimmungsgrenze. Fur Glycolsaure konnten bei zwdlf (80 %)
langen und 48 (96 %) kurzen Haarproben Konzentrationen ermittelt werden.

Far GHB-Sulf konnten bei elf der 15 langeren Haarproben (73 %) Messwerte oberhalb der
Bestimmungsgrenze ermittelt werden, bei den kirzeren Haarproben waren es 40 von 50
Haarproben (80 %). Damit war bei GHB-Sulf im Vergleich zu den anderen untersuchten
Metaboliten der Anteil bezuglich langer und kurzer Haare am ahnlichsten. Diese Beobachtung
konnte darauf hindeuten, dass sich GHB-Sulf im Vergleich mit den anderen untersuchten
Metaboliten weniger stark aus dem Haar auswascht beziehungsweise in der Haarmatrix
stabiler ist. Dies wirde durch die Beobachtungen gestitzt, dass es sich bei den Haarproben
mit den héchsten ermittelten Messwerten fir GHB-Sulf um langere Haarproben handelt und
kein Trend bei den langeren Haarproben zu niedrigeren Konzentrationen ersichtlich war.

Vielmehr erscheinen die Konzentrationen bezogen auf die Haarlange zufallig verteilt.
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5.2.3 Messungen zu GHB-Metaboliten-Konzentrationen in Haaren nach regelmalliger
Aufnahme von GHB

Die in dieser Arbeit bereits auf GHB untersuchten Haarproben von Personen mit Xyrem®-
Medikation wurden nach der Aufarbeitung fir den Methodenvergleich (siehe Kapitel 3.4.5 und
4.1.5) eingefroren und anschliel3end auf die vier im Rahmen dieser Arbeit untersuchten GHB-
Metaboliten 2,4-DHB, 3,4-DHB, Glycolsdure und GHB-Sulf analysiert. Dabei standen bereits
aufgearbeitete Proben von elf Personen zu Verfigung, die vor der Haarprobenentnahme
taglich zwischen 3 und 9 g GHB eingenommen haben.

Es ist nicht auszuschlieRen, dass die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Messwerte durch
die Lagerzeit und den Wechsel des Laufmittels beeinflusst wurden. Die ermittelten Daten
sollten daher zurlickhaltend interpretiert werden. Zu den im Rahmen der vorliegenden Arbeit
untersuchten Metaboliten gibt es in der Literatur bisher wenig Daten zu Konzentrationen nach
regelmafiger GHB-Aufnahme bei Lebenden. Die bisher in der Literatur verfiigbaren Daten zu
Konzentrationen der hier untersuchten GHB-Metaboliten und des GHB-Metaboliten GHB-Gluc
nach regelmagiger Aufnahme von GHB sind in Tabelle 29 zusammengefasst. Dabei handelt
es sich zum Teil um Daten zu post mortem Féllen von Personen, bei denen ein GHB-
Missbrauch in der Vergangenheit bekannt war und wahrend der toxikologischen
Untersuchungen erhéhte GHB-Konzentrationen festgestellt wurden. Bei den anderen Féllen
handelt es sich um Proben von Personen mit regelmaRiger Xyrem®-Medikation oder im Falle
der Studie von Wang et al. um Personen, die regelmaRig missbrauchlich GHB konsumieren.
Auffallig bei den bisher in der Literatur bekannten Studien ist, dass die Konzentrationen von
GHB-Gluc in Haaren bei Personen mit regelmafiger GHB-Aufnahme mit bis zu 3,1 ng/mg %
deutlich niedriger liegen als die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Konzentrationen an
GHB-Sulf (bis 75 ng/mg). Auch bei dieser Beobachtung ist es nicht auszuschlie3en, dass die
Lagerung und der Wechsel des Lésungsmittels nach der Extraktion einen Einfluss auf die

ermittelten Konzentrationen gehabt haben.

Tabelle 29: Studien zu Konzentrationen von GHB-Metaboliten in Blut, Urin und im Haar nach

regelméaniger Aufnahme von GHB.

Publizierende Matrix Proben- Metabolit Konzentration
[Jahr anzahl
Wang et al. 2016 ['%1  Haare 28 Seg GHB-Gluc 1,7 — 3,1 ng/mg
Busardo et al. Urin (post mortem) 3(1) GHB-Gluc Spuren — 0,62 mg/L (0,55 mg/L)
2017 1151 Haare 10 Seg. GHB-Gluc 0,32 -0,86 ng/mg
Blut 4 GHB-Gluc nur Spuren
Mehling et al. Haare gewaschen 16 Seg. GHB-Gluc <0,48 - 1,2 ng/mg
2017 1194] Haare 20 Seg GHB-Gluc < 0,48 - 0,85 ng/mg

ungewaschen
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Publizierende Matrix Proben- Metabolit Konzentration

IJahr anzahl

Tittarelli et al. Plasma 3 GHB-Gluc nur Spuren

2017 1242 Liquor GHB-Gluc  nur Spuren

Kiiting et al. Plasma 5 2,4-DHB Bis zu ~ 1 mg/L

2021 [243] 3,4-DHB Bis zu ~ 8 mg/L
Urin 5 2,4-DHB Bis zu ~ 100 mg/L

(35 mmol/mol Creatinin)
3,4-DHB Bis zu ~ 250 mg/L

(100 mmol/mol Creatinin)

Glycolsaure Bis zu ~ 200 mg/L
(300 mmol/mol Creatinin)

Eine weitere Studie, die Ergebnisse zu Konzentrationen der hier untersuchten Metaboliten
nach GHB-Aufnahme liefert, ist die in Tabelle 30 zusammengefasste, von Jarsiah et al. 2020
vertffentlichte, Studie zu postmortalen Konzentrationen von 2,4-DHB, 3,4-DHB und
Glycolsaure im Urin und im Femoralvenenblut bei zu Lebzeiten bekanntem missbrauchlichem
GHB-Konsum. GHB-Konzentrationen liegen bekanntermalien bei postmortalen Proben
deutlich hoher als endogene GHB-Konzentrationen bei Lebenden, es ist daher davon
auszugehen, dass auch die Konzentrationen der Metaboliten in postmortalen Proben deutlich
Uber den Konzentrationen bei Lebenden liegen koénnen. Die ebenfalls in Tabelle 30
dargestellten und innerhalb der gleichen Studie gewonnen Daten zu postmortalen
Konzentrationen von Personen ohne bekannte GHB-Aufnahme legen dies zumindest fir
Femoralvenenblut nahe. Passend dazu liegen die postmortalen Konzentrationen ohne
bekannte GHB-Aufnahme ebenfalls in einem Bereich, der in der Studie von Kuting et al. fur
Lebende nach regelmaRiger Aufnahme von GHB beschrieben wurde.

Tabelle 30: Studie zu postmortalen Konzentrationen von GHB-Metaboliten.

Publizierende Matrix Probenanzahl Metabolit Konzentration
[Jahr
Jarshia et al. Femoralvenenblut 103 2,4-DHB <0,12 - 3,7 mg/L
2020 244 (post mortem) 3,4-DHB <0,13-5,3 mg/L
Glycolsaure 1,6 —11,2 mg/L
Urin (post mortem) 80 2,4-DHB <0,12 - 25,3 mg/L
3,4-DHB <0,13-54,3mg/L
Glycolsaure 4,6 — 121 mg/L
Jarsiah et al. Femoralvenenblut 1 2,4-DHB 4,0-9,1 mg/L
2020 [244] (post mortem) nach 3,4-DHB 7,0 -19,4 mg/L
GHB-Aufnahme Glycolsaure 5,3 34,2 mg/L
Urin (post mortem) 10 2,4-DHB 6,8 — 144 mg/L
nach GHB-Aufnahme 3,4-DHB 10,5 — 665 mg/L

Glycolsaure 4,8 — 391 mg/L
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Die in postmortalen Proben gemessenen maximalen und durchschnittlichen Konzentrationen
lagen fur die Matrix Blut in allen drei Fallen in etwa doppelt so hoch wie die bei Lebenden
gemessenen Konzentrationen (Tabelle 28).°22441 Fir die Matrix Urin konnte diese
Beobachtung jedoch nicht gemacht werden, hier lagen die maximalen und auch die
durchschnittlichen Konzentrationen der postmortalen Proben unter denen der Lebenden. Auch
unter Bertcksichtigung dieser Erkenntnisse liegen die Konzentrationen nach GHB-Aufnahme
in den postmortalen Proben deutlich Uber denen der Personen ohne vermutete GHB-
Aufnahme. Dies wiederum legt einen Anstieg der GHB-Metaboliten-Konzentrationen nach

GHB-Aufnahme auch bei Lebenden Personen nahe.

Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Konzentrationen in den Haarproben der Personen
mit Xyrem®-Medikation waren, deckungsgleich mit der Reihenfolge der Metaboliten-
Konzentrationen der Haarproben von Personen ohne GHB-Aufnahme ebenfalls bei 2,4-DHB
am niedrigsten, gefolgt von 3,4-DHB und GHB-Sulf. Glycolsaure lieferte auch hier mit Abstand
die hdchsten Konzentrationen.

Betrachtet man die Ergebnisse jeder Person fir sich, féllt auf, dass im Gegensatz zu den GHB-
Konzentrationen deutlich mehr Messwerte oberhalb des ermittelten endogenen
Referenzbereichs lagen und somit als erhoht gelten kénnten. Fir GHB war das bei lediglich
einer (P14) von elf durch methanolische Ultraschall-Extraktion aufgearbeiteten Haarproben
und bei vier (P01, P12, P14, P15) der 19 durch basische Denaturierung aufgearbeiteten
Haarproben im Durchschnitt der Fall. Bezieht man die Ausrei3er in den endogenen
Referenzbereich mit ein, lag keine der durchschnittlich gemessenen GHB-Konzentrationen
oberhalb dieses Bereichs. Im Gegensatz dazu lagen neun der elf Mittelwerte fir Glycolsaure,
GHB-Sulf und 3,4-DHB und vier der elf Mittelwerte fir 2,4-DHB oberhalb des endogenen
Referenzbereichs ohne Ausreil3er. In vier der elf Haarstrahnen (P07, P08, P11, P14) konnten
fur alle vier Metaboliten erhéhte Konzentrationen oberhalb des endogenen Referenzbereichs
ermittelt werden. Bei weiteren drei (P06, P10, P12) waren immer noch drei der vier Metaboliten
erhoht. In jeder Haarstrahne lag aber mindestens einer der vier Metaboliten oberhalb des
endogenen Referenzbereichs ohne Ausreil3er.

Betrachtet man bei einer Gegentberstellung der Messwerte von Haarproben ohne bekannte
GHB-Aufnahme und Haarproben von Personen mit regelmaRiger Xyrem®-Einnahme die
Verteilung der Messwerte in Abbildung 47 genauer, fallt auf, dass diese fur die Haarproben
der Personen mit Xyrem®-Medikation sehr weit gestreut sind, sich aber fir die meisten
Metaboliten nur einige der ermittelten Konzentrationen in einem Bereich befinden, der auch
fur die Haarproben ohne GHB-Aufnahme erreicht wurde (Hinweis: Ein Ausreil3er fur
Glycolsaure in Haaren nach regelmafliger Aufnahme von GHB bei 230 ng/mg wurde nicht
graphisch dargestellt). Lediglich die Ausrei3er der endogenen Konzentrationen liegen

innerhalb des Interquartilbereichs, also innerhalb der mittleren 50 % der Konzentrationen, die
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in Haarproben von Personen mit Xyrem®-Medikation ermittelt wurden. Eine Ausnahme bilden
die Konzentrationen des Metaboliten 2,4-DHB, hier Gberschneidet sich der komplette Bereich
der endogenen Proben mit dem Interquartilbereich der Narkolepsie-Proben. Im Falle von 3,4-
DHB liegt der ermittelte Durchschnittswert aufgrund der hohen Ausrei3er aufRerhalb des
Interquartilbereichs. Einige Ausreil3er des endogenen Konzentrations-Bereichs von 3,4-DHB

liegen sogar oberhalb der AusreiRer der Personen mit Xyrem®-Medikation.
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Abbildung 47: Verteilung der Metaboliten-Konzentrationen in Haaren von Personen ohne GHB-
Aufnahme (EP) und in Haaren von Personen mit regelméaRiger GHB-Aufnahme (NP). Auftragung der

Quartile, Mittelwert, Median und Ausreil3er.
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Durch die weite Streuung der Messergebnisse wird die Aussagekraft der erhéhten Werte nach
regelmafiger Aufnahme von GHB eingeschrankt, wobei auch in friheren Studien zu GHB-
Metaboliten aufgrund einer grof3en Streuung der ermittelten Konzentrationen die Aussagekraft
der Metaboliten-Konzentrationen als eingeschrankt beurteilt wurde. 94240

Nicht auszuschlieRen ist auRerdem auch eine Veranderung der Konzentrationen innerhalb der
verlangerten Lagerzeit bei -20 °C, da die Proben im Rahmen des Methodenvergleichs bereits
aufgearbeitet und dann gefroren gelagert wurden. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Stabilitatstest wahrend einer Lagerung bei -20 °C Uber einen Monat ergaben zumindest fur die
niedrigen Kontrollproben eine hohe Stabilitat. Bei den hohen Kontrollproben kam es bei allen
vier Metaboliten zu etwas starken Abweichungen nach oben, also zu einer Zunahme der
Konzentrationen wahrend der Lagerung. Die Konzentrationen der Metaboliten in den
Haarproben von Personen mit regelmafiger Aufnahme von GHB lagen fiir alle vier Metaboliten
im Schnitt eher in dem Bereich der hohen verwendeten Stabilitdtsproben. Ein Einfluss der
Lagerung auf die erhaltenen Konzentrationen der zuvor gelagerten Proben sollte also in
Betracht gezogen werden. Jasiah et al. konnten jedoch zeigen, dass die Metaboliten 2,4-DHB,
3,4-DHB und Glycolsaure bei einer Lagertemperatur von -20 °C in Urin- und Serumproben
Uber einen Monat stabil bleiben. 2

Die bereits fur GHB durchgefuhrte Berechnung der Abhangigkeiten zwischen den ermittelten
Konzentrationen und der eingenommenen Dosis GHB wurde auch fur die vier Metaboliten
durchgefuhrt. Aul3er GHB-Sulf (nahezu keine Korrelation) zeigen die Metaboliten alle eine
schwach negative Korrelation, wobei die Aussagekraft aufgrund der geringen Probenanzahl
stark eingeschrankt ist. Die Korrelationskoeffizienten sind r = 0,03 fur GHB-Sulf, r = -0,3 flr
Glycolsaure, r = -0,3 fur 3,4-DHB und r = -0,5 fur 2,4-DHB. Die Korrelationskurven der
Metaboliten mit der Xyrem®-Dosis sind in Abbildung 48 dargestellt. Wodurch diese schwach
negative Korrelation begrindet sein kdnnte, bleibt ungeklart. Aufgrund des komplexen
Zusammenhangs und vieler ungeklarter Einflussfaktoren bei der Einlagerung der Substanzen

in die Haare, wird die Ursache fir diese Beobachtung schwer zu ergriinden sein.
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Abbildung 48: Korrelationskurven zwischen den Metaboliten und der eingenommenen Xyrem®-Dosis

und zugehdérige Korrelationskoeffizienten r.

Ebenfalls interessant ist eine mdgliche Abhédngigkeit der Konzentrationen der einzelnen
Metaboliten voneinander beziehungsweise der Konzentrationen der Metaboliten von der
erhaltenen GHB-Konzentration. Anhand von Korrelationskoeffizienten quantifiziert, ergibt sich
ein deutlicher Zusammenhang zwischen einigen der Metaboliten-Konzentrationen, wie in
Tabelle 31 zu sehen. Besonders hoch sind die Abhangigkeiten zwischen Glycolséaure und den
Metaboliten GHB-Sulf und 2,4-DHB. Warum die Korrelation, bei gleichzeitig schwacher
Korrelation zur GHB-Konzentration, zwischen Glycolsadure und 2,4-DHB oder GHB-Sulf so
hoch ist, lasst sich zunachst nicht erklaren. Die Beobachtung legt jedoch nahe, dass, wenn
auch keine direkte Beziehung zwischen GHB-Dosis oder gemessener GHB-Konzentration und
den Metaboliten-Konzentrationen zu bestehen scheint, eine Verknupfung zwischen den
Metaboliten uber den Stoffwechsel besteht.
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Tabelle 31: Korrelationskoeffizienten zwischen den einzelnen Metaboliten von GHB.

Glycolsédure GHB-Sulf 2,4-DHB 3,4-DHB GHB
Glycolséaure - 0,7 0,6 0,3 0,1
GHB-Sulf 0,7 - 0,3 0,3 <0,1
2,4-DHB 0,6 0,3 - 0,5 0,2
3,4-DHB 0,3 0,3 0,5 - <0,1
GHB 0,1 <01 0,2 <01 -

Diese Abhangigkeit wird auch innerhalb einer Haarstrahne deutlich, da die Konzentration der
verschiedenen Metaboliten in den vermessenen Segmenten haufig fast parallel verlauft, wie
in Abbildung 49 am Beispiel der Haarstrahne von Person 06 dargestellt. Vor allem die beiden
Metaboliten mit héheren Konzentrationen, Glycolsdure und GHB-Sulf, haben einen nahezu
deckungsgleichen Verlauf innerhalb des vermessenen 3 cm langen Abschnittes. Diese
Beobachtung deckt sich mit dem berechneten Korrelationskoeffizienten von 0,7 und ist
besonders hervorzuheben, da diese beiden Metaboliten mit unterschiedlichen Methoden
analysiert wurden und das Laufmittel nach der ersten Analyse eingedampft wurde. Ein
eventuell stérender Effekt durch dieses Vorgehen wird durch die &hnlichen

Konzentrationsverlaufe unwahrscheinlich.
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Abbildung 49: Verlauf der Konzentrationen der GHB-Metaboliten entlang einer Haarstrahne am
Beispiel von Person 06. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde Glycolsaure mit GHB-Sulf und 2,4-DHB
mit 3,4-DHB zusammen dargestellt.
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5.2.4 Messungen zu GHB-Metaboliten-Konzentrationen in Haaren nach Einmalgabe von GHB

Die eigentliche Fragestellung bei der Suche nach verlangerten Nachweisfenstern von GHB ist
die des mdglichen Nachweises einer einmaligen Aufnahme von GHB. Daher wurden im
Rahmen dieser Arbeit auch zwei Haarstrdhnen nach einmaliger Aufnahme von jeweils
31,4 mg/kg GHB auf die bereits genannten Metaboliten untersucht. Aufgrund der geringen
Probenanzahl und Probenmenge und der daraus resultierenden grofen Segmente von
mindestens 1 cm Lange, ist die Beurteilbarkeit dieser Ergebnisse jedoch eingeschrankt. Es
existieren sehr wenige Vergleichsstudien zu Metaboliten-Konzentrationen nach einmaliger
GHB/GBL-Aufnahme. Zu Haaren ist lediglich eine einzige Studie von Mehling et al. bekannt,
in der Haarproben nach einmaliger Aufnahme von 6 g Na-GHB auf den Metaboliten GHB-Gluc
untersucht wurden. Dabei hatten sich die Konzentrationen zwar in allen untersuchten
Segmenten in etwa verdoppelt, lagen jedoch immer noch deutlich in dem moglichen
endogenen Bereich.['® Studien zu anderen Matrices erbrachten sehr unterschiedliche
Ergebnisse bezlglich eines moglichen Anstiegs der jeweils untersuchten Metaboliten-
Konzentrationen. Vor allem in Bezug auf die Phase-II-Metaboliten von GHB besteht eine grolie
Diskrepanz der Ergebnisse, die jedoch durch die sehr geringe Probenanzahl der einzelnen
Studien begrundet sein kdnnte. Fur die Phase-I-Metaboliten Glycolsdure und 3,4-DHB konnten
in allen Studien erhdhte Werte beobachtet werden. Diese werden jedoch immer relativiert
durch die starken Schwankungen der endogenen Konzentrationen. Die in der Literatur bisher
bekannten Studien zum Nachweis von GHB-Metaboliten nach einmaliger Aufnahme von GHB
sind in Tabelle 32 aufgeflhrt. Zusatzlich zu den in dieser Arbeit relevanten Metaboliten ist fur
die Studie von Steuer et al. der Metabolit GHB-Carnitin aufgefuhrt. Dieser wurde im Rahmen
der genannten Studie als der vielversprechendste Metabolit angesehen, da er nach Aufnahme
von GHB am deutlichsten erhdht war. Eine Untersuchung im Rahmen der vorliegenden Arbeit

war jedoch nicht méglich, da diese Substanz nicht zur Verfigung stand.

Tabelle 32: Studien zum Nachweis von GHB-Metaboliten in unterschiedlichen Matrices nach der
einmaligen Aufnahme von GHB/GBL. Teilweise wurden in den Studien weitere potentielle Metaboliten

untersucht, in der Tabelle aufgelistet sind die fur diese Arbeit relevanten Metaboliten.

Publizierende Aufgenommene Matrix Probenanzahl Metabolit Konzentration
IJahr GHB/GBL-
Menge
Lee et al. 19 GBL Urin 4 3,4-DHB erhoht
1977 10 Glycolsaure erhoht
Mehling et al. 6 g Na-GHB Haare 1 GHB-Gluc verdoppelt
2017 1942401 2.42gNa-GHB _ Urin 1 GHB-Gluc (1,34 mg/L vor
Aufnahme) ~ 7 mg/L
Piper et al. 2,42 g Na-GHB Urin 1 GHB-Sulf 10 mal so hoch

2017 194
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Publizierende Aufgenommene Matrix Probenanzahl Metabolit Konzentration
[Jahr GHB/GBL-
Menge

Palomino- 25 mg/kg GHB Urin 12 Glycolsaure erhéht

Schaétzlein et al.

2017 01231

Steuer et al. 50 mg/kg Urin 20 GHB-Gluc nicht erhéht

2019 44 Na-GHB GHB-Sulf nicht erhaht
GHB-Carnitin erhoht
Glycolsaure schwach erhéht

Ein weiterer Ansatz zur Beurteilung von Messergebnissen in Realproben nach vermuteter
einmaliger Aufnahme von GHB stellt die Studie von Jarsiah et al. dar, in der zunéchst aus 17
GHB positiven Fallen (zehn Serumproben und sieben Urinproben) ein Bereich fir erhdhte
Konzentrationen der Metaboliten 2,4-DHB (Serum: 3,2-14,7 mg/L, Urin: 3,8-319 mg/L), 3,4-
DHB (Serum: 5,1-25 mg/L, Urin: 6,3-846 mg/L) und Glycolsaure (Serum: 6,1-30,2, Urin:
19,4-1777 mg/L) bestimmt wurde. Aus diesen Ergebnissen wurde fir jeden der drei
Metaboliten in Serum und Urin ein Cut-off definiert ab wann eine erhdhte Konzentration vorliegt
(2,4-DHB: Serum > 2 mg/L, Urin > 25 mg/L., 3,4-DHB: Serum > 3 mg/L, Urin > 50 mg/L,
Glycolsaure: Serum >5 mg/L, Urin > 400 mg/L). AnschlieBend wurden 40 Falle, bei denen es
im Rahmen von drogenassoziierten Sexualdelikten um eine mdgliche Aufnahme von GHB
ging, bei denen jedoch kein GHB mehr im Serum oder Urin detektiert werden konnte, auf die
Metaboliten untersucht. In sechs Fallen waren alle drei Metaboliten erhéht und lagen in dem
vorher bei GHB-positiven Féllen gemessenen Bereich. Bei zwei der Proben lagen alle drei
Metaboliten sogar Uber dem definierten Cut-off und legten eine tatsachlich erfolgte GHB-
Aufnahme nahe.[?*¢! Diese Ergebnisse machen einen zusatzlichen Erkenntnisgewinn durch die
Analyse der Metaboliten auch in Féllen, in denen bereits kein GHB mehr nachgewiesen

werden kann, sehr wahrscheinlich.

Die in der vorliegenden Arbeit eine Woche nach der ersten Einnahme fir GHB-Sulf und
Glycolsaure ermittelten Konzentrationen im ersten kopfnahen Segment lagen im Vergleich zu
den zwei kopffernen Segmenten deutlich hdher. Zu erwarten wére in diesem Segment jedoch
eigentlich noch keine vermehrt eingelagerte GHB oder dessen Metaboliten, da bei einer
Einlagerung Utber den Blutkreislauf sich die Substanzen zunéchst fur etwa zwei Wochen nicht
in dem sichtbaren und damit hier untersuchten Teil des Haares befinden. Das Haar wachst
etwa zwei Wochen unter der Kopfhaut und durch diese hindurch bevor der im Bereich der
Haarwurzel gebildete Abschnitt oberhalb der Kopfhaut sichtbar wird. Erhéhte Werte in den
kopfnahen Segmenten kénnen jedoch immer auch die Folge einer Einlagerung von auf3en
Uber Schweil3 sein. Betrachtet man jedoch die sechs Wochen nach der ersten Einnahme

ermittelten Konzentrationen des ersten Segmentes, welches bei einer Wachstumsrate von
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1 cm/Monat etwas von der eingelagerten GHB beziehungsweise deren Metaboliten enthalten
missten, lagen fir GHB-Sulf und Glycolsdure die Konzentrationen im Vergleich zu den
kopfferneren Segmenten niedriger, fir 2,4-DHB und 3,4-DHB jedoch héher. Auch bei den neun
Wochen nach der zweiten Einnahme ermittelten Konzentrationen des zweiten Segmentes,
welches bei einer Wachstumsrate von 1 cm/Monat etwas von der eingelagerten GHB
beziehungsweise deren Metaboliten enthalten musste, lagen die Konzentrationen fur GHB-
Sulf und Glycolsaure im Vergleich zu den kopfferneren Segmenten niedriger. Die hochste
Konzentration wurde dagegen im kopffernen dritten Segment nachgewiesen. GHB-Sulf und
Glycolsaure zeigten einen entgegengesetzten Trend zu GHB, 2,4-DHB und 3,4-DHB. Lagen
die Konzentrationen von GHB, 2,4-DHB und 3,4-DHB im Verlauf Uber die Haarstréhne in
einem Segment eher niedriger, waren bei den Metaboliten GHB-Sulf und Glycolsaure im
Vergleich mit den anderen Segmenten die Konzentrationen eher hoéher. Also anders
ausgedrickt, wenn die Konzentrationen fur GHB, 2,4-DHB und 3,4-DHB anfingen zu sinken,
stiegen sie dagegen bei Glycolsaure und GHB-Sulf ab diesem Segment eher an. Auch hier
scheint, wie bei den Konzentrationen in Haarproben von Personen nach regelméRiger GHB-
Aufnahme, eine deutliche Korrelation zwischen den Metaboliten GHB-Sulf und Glycolsaure zu
bestehen.

Wenn man die erhéhten Segmente dennoch durch eine vermehrte Einlagerung der
Substanzen erklaren mochte und nicht durch analysenbedingte Unterschiede wahrend der
Aufarbeitung, Lagerung und Messung, ware eine Erklarung fir die Verschiebung zum Beispiel
ein schnelleres Haarwachstum von beispielsweise 1,5cm pro Monat. Unter diesen
Voraussetzungen lagen die maximalen Konzentrationen naher an, beziehungsweise in, dem
erwarteten Bereich. Es liegen jedoch keine Daten zur Wachstumsgeschwindigkeit der
verwendeten Haarprobe vor. Bei der Geschwindigkeit von 1,5 cm pro Monat handelt es sich
statistisch gesehen um einen Extremwert.*¢%! Eine weitere Erklarung fiir die Verschiebung der
Segmente mit erhdhten Konzentrationen kénnte eine maRgebliche Einlagerung Giber Schweif3
sein, wodurch etwa 0,5 cm Versatz entstehen, die daraus resultieren, dass, bei einer
Einlagerung Uber den Blutkreislauf es etwa zwei Wochen dauert, bis die in das Haar

eingelagerte Substanz durch Wachstum durch die Haut an der Oberflache angekommen ist.

Aufgrund der geringen Probenanzahl und der grof3en Segmentgrof3e lasst sich aus den
vorliegenden Ergebnissen keine eindeutige Entscheidung treffen, ob eine einmalige Aufnahme
von GHB Uber die Metaboliten besser nachweisbar sein konnte. Die Tatsache, dass jedoch
zumindest fur Glycolsaure und GHB-Sulf ein zum Einnahme-Verlauf passender Trend der
gemessenen Konzentrationen beobachtet werden konnte und die unter Umstéanden
entscheidenden Segmente Konzentrationen oberhalb der individuellen endogenen
Konzentration und auch oberhalb des ermittelten endogenen Referenzbereichs enthielten, legt

einen Zusammenhang mit den erfolgten Aufnahmen von GHB nahe.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden Extraktionsverfahren und analytische LC-MS/MS-Methoden entwickelt,
um GHB und die GHB-Metaboliten Glycolsaure, 2,4-Dihydroxybuttersaure, 3,4-
Dihydroxybuttersdure und GHB-4-Sulfat in Haaren von Personen ohne bekannte GHB-
Aufnahme, in Haaren von Personen nach regelmafliger Aufnahme von GHB und in Haaren
von einer Person nach einmaliger GHB-Aufnahme nachzuweisen. Dabei war eine relativ
geringe Probenmenge von 10 mg erforderlich, sodass eine segmentweise Analyse der Haare
meistens in 3 bis 5 mm Abschnitten méglich war. Die Methoden wurden nach den Richtlinien
der GTFCh (teil)validiert. Die dabei bestimmten Parameter, wie Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen, Linearitat, Genauigkeit und Prazision, eigneten sich fir den Nachweis
endogener Konzentrationen von GHB und GHB-Metaboliten in Haaren. In Ubereinstimmung
mit anderen Studien lag der ermittelte Durchschnittswert an endogener GHB in Haaren je nach
Probenkollektiv im Bereich von 1 ng/mg. Die individuellen Schwankungen der endogenen
GHB-Konzentrationen innerhalb einer segmentiert vermessenen Haarstrahne waren dabei so
gering, dass sie kleiner waren als die Imprazision der analytischen Methode. In keiner der
untersuchten Haarstrahnen wurde eine punktuell erhéhte GHB-Konzentration nachgewiesen,
die falschlicherweise eine Aufnahme von GHB angezeigt hatte.

Vergleicht man die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse der Haarproben von Personen mit
Xyrem®-Medikation, die taglich zwischen 3 und 9 g GHB aufgenommen hatten mit den
ermittelten Werten der endogenen GHB-Konzentrationen, erhalt man einen forensisch nicht
relevanten Anstieg der GHB-Konzentrationen im Haar. Mehr als 70 % der gemessenen Werte
lagen im Bereich der festgestellten endogenen GHB-Konzentrationen. Diese Ergebnisse
decken sich mit denen anderer Studien zu regelmaRiger GHB-Aufnahme insofern, dass die
regelmaflige Aufnahme von GHB nicht unbedingt zu erhdhten GHB-Konzentrationen in
Haaren fuhrt. In dieser Arbeit konnte weder eine deutliche Korrelation zwischen der
gemessenen GHB-Konzentration in Haaren und der eingenommenen Menge GHB festgestellt
werden noch zwischen der Dauer der GHB-Einnahme und der ermittelten GHB-Konzentration
in Haaren.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Haarproben nach regelmaRiger Einnahme
konnte bei einem Freiwilligen auch nach einer einmaligen Aufnahme von etwa 2 g GHB keine
Veranderung der Konzentrationen an GHB im Haar festgestellt werden.

Die unterschiedlichen Extraktions- und Waschmethoden beeinflussen mit grof3er
Wahrscheinlichkeit das Ergebnis, sodass ermittelte GHB-Konzentrationen in Haaren zwischen
unterschiedlichen Laboren nur schwer zu vergleichen sind und ein Vergleich nur dann sinnvoll
erscheint, wenn die gleichen Waschschritte sowie Extraktions- und Validierungsmethoden

verwendet wurden.
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Die Moglichkeit, eine (regelmaRige) GHB-Aufnahme nachzuweisen, hangt wahrscheinlich von
einer Reihe an Faktoren ab, wie zum Beispiel dem individuellen endogenen GHB-Level, der
Aufnahmerate von GHB in das Haar aus dem Blutkreislauf oder aus Schweil’, der
kosmetischen Haarbehandlung und auch den verwendeten Wasch- und Extraktionsmethoden.
Betrachtet man alle in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse zu Messungen der GHB-
Konzentrationen im Haar, erscheint es plausibel, dass aufgrund der groRen Schnittmenge
zwischen endogenen GHB-Konzentrationen und Konzentrationen nach Aufnahme von GHB
und aufgrund der vielen Einflussgrofen auf die Analytik, eine einzelne Aufnahme von GHB
nicht zwangslaufig einen messbaren Unterschied verursacht. Aktuell ist es unmdoglich
vorherzusagen, in welchem Fall ein Nachweis einer einmaligen Aufnahme von GHB gelingt
und wann nicht.

Wie aus den Forschungsergebnissen dieser und anderer Arbeiten hervorgeht und auch in den
Richtlinien der SoHT beschrieben, ist somit der alleinige Nachweis von GHB im Haar nicht
ausreichend, um eine Aufnahme von GHB zu belegen. Zusatzlich zu einer erhohten
Konzentration im Vergleich mit benachbarten Haarsegmenten ist aulerdem die
Ubereinstimmung mit den zeitlichen Gegebenheiten zu priifen. Das Segment
beziehungsweise die Segmente mit erhdhter GHB-Konzentration sollten dabei ungefahr an
der Stelle im Haar liegen, die durch Berechnung auf Grundlage einer
Wachstumsgeschwindigkeit von etwa 1 cm pro Monat ermittelt wird. Zusatzlich ist es von
Vorteil, die Segmente bei ausreichend Material so kurz zu wahlen, dass mehr als ein Segment
und somit zwei benachbarte Segmente die erhéhte GHB-Konzentration widerspiegeln wirden,
um auszuschlielRen, dass es sich um ein Segment mit zufallig erhéhter GHB-Konzentration
handelt. Der Einfluss von einzelnen Segmenten mit zufallig erhéhten GHB-Konzentrationen
aufgrund von Messungenauigkeiten ist bisher noch nicht genauer untersucht worden, stellt
aber statistisch eine reelle Gefahr dar. Die Alternative zu einem solchen individuellen,
segmentvergleichenden Ansatzes stellt die Definition eines allgemeinen Cut-off dar, bei der
Konzentration, ab der eine zufallige Erhdhung ausreichend unwahrscheinlich ist. Betrachtet
man die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse, fallt jedoch auf, dass die Festlegung eines
solchen Cut-off-Wertes wenig praktikabel ist, da selbst bei regelmafiger Aufnahme von GHB
die Konzentrationen im Haar im Vergleich mit den méglichen endogenen Werten oft nicht
wesentlich erhdht sind und damit falschlicherweise als negatives Ergebnis gewertet wirden.
In der Gesamtschau aller bis heute vorhandenen Studienergebnisse kann zum jetzigen
Zeitpunkt kein zuverlassiger allgemeiner Cut-off bestimmt werden. Werte oberhalb von
5 ng/mg weisen aber auf eine externe Aufnahme von GHB hin.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse ist eine Interpretation und Einordnung der eventuell
stattgefundenen Geschehnisse allein anhand der GHB-Konzentrationen im Haar, nach

derzeitigem Stand der Forschung, nicht empfehlenswert beziehungsweise nicht moglich.
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Bezieht man die in dieser Arbeit zusatzlich untersuchten GHB-Metaboliten mit ein, ergibt sich
ebenfalls kein eindeutiges Bild. Die ersten Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf keinen direkten
Zusammenhang zwischen den ermittelten Metaboliten-Konzentrationen und der im Korper
vorhandenen GHB-Menge hin. Die héchsten Messwerte lieferte der Metabolit Glycolsaure. Die
deutlichsten Veranderungen zwischen Metaboliten-Konzentrationen in Haarproben von
Personen ohne und mit GHB-Aufnahme konnten indes fir den Metaboliten GHB-Sulf
nachgewiesen werden. Es konnte jedoch bei allen untersuchten Metaboliten eine deutlich
groflere Streuung der Messwerte als bei GHB beobachtet werden, was eine Interpretation der
Ergebnisse schwierig macht. Die Messwerte der Metaboliten-Konzentrationen nach
regelmafiger Einnahme von GHB lagen zwar in allen Fallen deutlich hdher als die endogenen
Referenzbereiche, einige der endogenen Konzentrationen lagen jedoch aufgrund der grofden
Streuung ebenfalls in dem Bereich der Konzentrationen nach regelmafiger Aufnahme. Unter
Umstanden kdnnte die Kombination einer Analytik auf GHB und deren Metaboliten zu einem
verlasslicheren Befund flhren. Fir eine bessere Einschatzung des Nutzens einer solchen
Analyse sollten aber zunachst Proben von einem gréfieren Freiwilligenkollektiv zeitgleich auf
die Muttersubstanz GHB und ihre Metaboliten untersucht und auch hier der Einfluss einer
langeren Lagerzeit und verschiedener Extraktionsmethoden auf die Konzentrationen der
Metaboliten Gberprift werden.

Zusammengefasst fuhrt die Aufnahme von GHB nicht zwangslaufig zu erhéhten
Konzentrationen der GHB-Metaboliten 2,4-DHB, 3,4-DHB, Glycolsaure und GHB-Sulf. Eine
erhdhte Konzentration einer dieser Metaboliten kann jedoch, unter Umstéanden in Kombination
mit einer erhdhten Konzentration an GHB und einer passenden Vorgeschichte, ein weiterer
Hinweis auf eine tatsachlich erfolgte Aufnahme von GHB sein. Bei gleichzeitig erhdhten
Konzentrationen flr mehr als einen Metaboliten und GHB in dem passenden Segment wird
der Beleg einer solchen Aufnahme dementsprechend wahrscheinlicher.

Die zusatzliche Betrachtung eines oder mehrerer Metaboliten zusatzlich zu GHB kdénnte also
zur besseren Beurteilbarkeit einer moglichen GHB-Aufnahme beitragen. Weitere Metaboliten
von GHB konnten dabei ebenfalls eine interessante Rolle spielen, wie beispielsweise der
bisher nur wenig untersuchte Metabolit 4-Palmitoyloxy Butyrat (GHB-Pal), der in einer ersten

Studie von Krdamer et al. vielversprechende Ergebnisse lieferte.[247]

Anhand der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse wird klar, dass eine rechtssichere Analytik
auf Grundlage der hier verwendeten Methoden auch in Zukunft nicht mdglich sein wird. Die
Schwankungen innerhalb der endogenen Konzentrationen, die fehlende Korrelation zwischen
eingenommener Dosis GHB und gemessener Konzentration und die bisher ungeklarten hohen
GHB-Konzentrationen in langer gelagerten Haarproben machen eine eindeutige Aussage
unmdglich und sollten im Hinblick auf eventuelle Fehlinterpretationen auch nicht getatigt

werden. Zusatzlich sollte stets beachtet werden, dass selbst beim Vorliegen eines positiven
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analytischen Nachweises, dieser allein keine Einschatzung der Intensitat der Beeinflussung

einer Person zulasst.

Das Thema GHB-Analytik in Haaren wirft auch nach etwa 20 Jahren Forschung immer noch
viele Fragen auf und bietet fur zuklnftige Forschungsarbeiten noch viele neue Ansatze. So
ware es sicherlich sehr interessant, sich dem Phanomen der hohen Werte in den einige Jahre
gelagerten Haarproben zu widmen. Dabei konnten, wie auch in Blut- und Urinproben,
Bakterien oder auch Pilze moglicherweise eine entscheidende Rolle spielen. Eine
Bakterienkultur mit solchen Riickstellproben als Nahrboden kdnnte eventuell Aufschluss Uber
eine solche Vermutung geben. Eine andere Herangehensweise ware es, dem bereits in dieser
Arbeit verfolgten Versuch der monatlich vermessenen Haarprobe weiter nachzugehen und
eine Lagerung von zwei, drei oder sogar mehr Jahren von unterschiedlichen Haarproben zu
untersuchen. AulRerdem ware es von Interesse, die erwahnten Rulckstellproben zusatzlich auf
die hier untersuchten Metaboliten zu analysieren.

Auch die Frage mdglicher externer Kontaminationen durch GHB/GBL-haltige Bleich- und
Waschmittel konnte in Zukunft Forschungsthema sein.

Eine weitere im Rahmen dieser Arbeit aufgekommene Idee zum einfacheren Nachweis von
erhdhten Mengen an GHB ware der Nachweis Uber bildgebende Massenspektrometrie (Mass
Spectrometric Imaging, MSI). Der groe Vorteil dieser bereits flir andere Substanzen wie
Kokain oder Methamphetamin getesteten Methode ware der Nachweis aus einem einzigen
Haar, was eine “Vermischung“ mit den GHB-Konzentrationen aus benachbarten Haaren in
anderen Wachstumszyklen verhindern wiirde.?4324°1 Durch den semiquantitativen Charakter
der Methode waren zwar keine exakten Konzentrationsbestimmungen mdglich, ein Anstieg

der GHB-Konzentration ware aber unter Umstanden durchaus sichtbar.
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Tabelle A1: Ubersicht der wichtigsten GC-MS-Methoden seit 1990 zur Bestimmung von GHB aus

Korperflissigkeiten.

Publizierende
[Jahr

Matrix

(Probenvolumen)

Extraktionsmethode

Nachweis-

Neuerung

/IBestimmungsgrenze

Ferrara et al. Blutplasma (2 mL) Umwandlung zu GBL, LoD: 2 pg/mL
1993 [134] und Urin (2 mL) Flissig-Flussig-
Extraktion

Louagie et al. Serum (20 pL) Prazipitation LoD: 2 uyg/mL
1997 [250]
McCusker et Urin (200 pL) Festphasenextraktion Nicht bestimmt (<
al. 5 mg/L)
1999 111
Couper et al. Blut und Urin Flussig-Flussig- LoD: 0,5 mg/L Keine Umwandlung zu
2000 [140] (1 mL) Extraktion (Blut und Urin), GBL nétig

LoQ 1 mg/L (Blut);
Elian et al. Urin (50 pL) Flussig-Flissig- Keine Umwandlung zu
2000 1251 Extraktion GBL nétig, niedrige

Probenmenge

Frison et al. Plasma und Urin Umwandlung zu GBL, LoD: 0,05 pyg/mL Niedrige

2000 [252] (500 pL) Festphasenmikroextrak  (Plasma), Nachweisgrenze, GC-
tion 0,1 pg/mL (Urin) PICI-MS
LeBeau et al. Blut und Urin Teilweise Umwandlung  LoD: 0,5 pg/mL GHB und GBL werden
2000 124 (1 mL) zu GBL, Flissig- detektiert
Flussig-Extraktion
Duer et al. Blut, Urin, Flussig-Flussig- LoD: 2 mg/L, LoQ: GHB, GBL, 1,4-BD
2001 [253] Glaskorperflissigk  Extraktion 6,5 mg/L werden detektiert
eit, Gehirn (25 pL)
Pan et al. Blut und Urin Flussig-Flissig- - EtG wird detektiert
2001 254 (100 pL) Extraktion, Prazipitation
Elian et al. Blut und Urin Flussig-Flissig- - Endogene Level
2002 [731 (100 uL) Extraktion detektiert
LeBeau et al. Urin (5 mL) Flussig-FlUssig- LoD: 0,06 pg/mL, Schwankungen
2002 [259] Extraktion LoQ 0,19 pyg/mL endogener
Konzentrationen
innerhalb einer Person
Chen et al. Plasma (100 pL) Flussig-Flissig- LLoQ: 2,5 pg/mL Stabilitat von GHB in
2003 [256] Extraktion Plasmaproben
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Publizierende
[Jahr

Matrix

(Probenvolumen)

Extraktionsmethode

Nachweis-

Neuerung

/IBestimmungsgrenze

Brenneisen et
al.
2004 1651

Plasma (500 pL),
Urin (2 mL) und
Speichel (1 mL)

Flussig-Flissig-

Extraktion

LoD: 0,2 pg/mL
(Plasma),

0,1 pg/mL (Urin
und Speichel);
LoQ: 0,5 yg/mL

Proben nach
Einmalgabe von GHB
(25 mg/kg)

(Plasma),
0,2 pg/mL (Urin),
0,1 pg/mL
(Speichel)
Crookes etal.  Urin (2 mL) Flussig-Flissig- LoD: 0,1 mg/L Endogene
2004 781 Extraktion Konzentrationen
(n=50)

Van hee et al.

Serum, Plasma

Keine Extraktion

LoD: 0,95 mg/L,

Keine Aufarbeitung

2004 12571 und Urin (20 uL) LoQ: 3,15 mg/L notig, Detektion von
verschiedenen
Glykolen

Shima et al. Blut (200 pL) Prazipitation Errechneter LoD: Niedrigere endogene

2005 [ 0,03 ug/mL (scan), Konzentrationen als

0,03 pg/mL (SIM)

bisher (n=24)

Abanades et

Plasma und Urin

Flussig-Flissig-

LoQ: 0,5 ug/mL

Proben nach Gabe von

al. (100 pL) Extraktion verschiedenen Dosen
2006 [135] GHB
Paul et al. Blut und Urin Flussig-Flussig- LLoQ: 2,5 pg/mL
2006 [138] (50 uL) Extraktion
Abanades et Plasma, Urin, Flissig-Flussig- LLoQ: 0,2 ug/mL Speichel und Schweil®
al. Speichel (100 yL)  Extraktion wurden untersucht,
2007 [137] und Schweil} Proben nach Gabe von
50 mg/kg Na-GHB
De Paolietal.  Speichel (1 pL) Keine Extraktion LoD: 0,1 mg/L;
2008 [258] LoQ: 0,5 mg/L
Lenz et al. Serum und Urin Dynamische LoD: 0,16 pg/mL Ohne Lésungsmittel
2009 [259] (500 pL) Festphasenextraktion (Serum);
0,17 pg/mL (Urin)
Ingels et al. Blutstropfen, Keine Extraktion LoD: 1 pg/mL, “on spot“ Derivatisierun
2010 [260] getrocknet (50 uL) LLoQ: 2 pug/mL g
Meyer et al. Plasma und Urin Flussig-FlUssig- LoQ: 0,05 g/L Verschiedene Glykole
2011 [132] (50 uL) Extraktion werden detektiert
Elie et al. Urin (300 pL) Flussig-Flissig- LoD: 0,049 ug/mL; Derivatisierung direkt
2012 1261 Extraktion LoQ: 0,162 yg/mL  bei Injektion
Ingels et al. Blut, Serum, Aussalzen LLoQ: 5 g/mL HS-trap GC-MS,
2013 [139] Plasma und Urin (Urin), 2 pg/mL Derivatisierung im Vial
(100 yL) (Plasma),

3,5 pg/mL (Blut)
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wichtigsten LC-MS-Methoden zur Bestimmung von GHB in

Publizierende Matrix Extraktionsmethode Nachweis- Neuerung

[Jahr (Probenvolumen) /IBestimmungsgrenze

Mesmer et al.  Praparierte - - Erste LC-MS-

1998 [146] Flussigkeiten Methode fiir GHB

De Vriendt et Plasma von Ratten  Festphasenextraktion LLoQ: 10 pg/mL Vergleich mit GC-

al. (60 i) MS-Methode

2001 [143]

Fung et al. Plasma und Gehirn  Festphasenextraktion LoQ: 0,1 ug/mL Endogene GHB-

2004 11491 von Ratten Konzentrationen
(100 pL)

Wood et al. Urin (250 pL) Verdinnung LoQ: 1 mg/L GBL, 1-4-BD werden

2004 [129] detektiert, sehr

schnell, LC-MS/MS

Kaufmann et

Serum und Urin

Flussig-Flussig-

LoD: 1,3 pg/mL (Urin),

Pauli-Typ lonenfalle,

al. (250 uL) Extraktion 0,03 pg/mL (Serum); Vergleich mit GC-MS
2007 148l LoQ: 2,4 ug/mL (Urin),

0,6 pg/mL (Serum)
Elian et al. Urin (50 pL) Festphasenextraktion LoD: 50 ng/mL; LoQ: Anionenaustauscher-
2011 1142 100 ng/mL Saule, kleine

Probenvolumina

Johansen et

Blut (200 mg) und

Prazipitation (Blut),

LoD: 0,5 mg/kg (Blut),

GBL, 1-4-BD, GVL

al. Urin (20 pL) Verdunnung (Urin) 0,2 mg/L (Urin); LoQx: werden detektiert
2011 0131 1 mg/kg (Blut), 1 mg/L
(Urin)
Dabhl et al. Blut und Urin Prazipitation (Blut), LoD: 0,65 pg/mL; BHB, Pregabalin,
2012 [130] (100 pL) Verdiinnung (Urin) LoQ: 1,3 pg/mL 1,4-BD, GBL werden
detektiert
Sérensen et Blut Prazipitation, LoD: 0,5 mg/L; LLoQ: GBL, 1,4-BD werden

al. Filtration <1 mg/L detektiert

2012 [144]

Dziadosz et Serum (100 pL) Prazipitation LoD/LoQ: 1 pg/mL Adduktbildung

al. 2013 262

Forni et al. Blutstropfen, Flissig-Flussig- -

2013 [125] getrocknet Extraktion

Dziadosz et Serum (100 pL) Prazipitation LoD: 0,28 pg/mL; Adduktbildung, LC-
al. 2015 [149] LoQ: 0,96 pg/mL MS/MS/MS
Busardo etal.  Plasma, Urin und Prazipitation LoD: 0,2 ug/mL; LoQ: GHB-Gluc, GABA
2017 151 Liquor (20 pL) 0,5 g/mL und GBL werden

detektiert, Nachweis
von chronischem
oder akutem

Konsum
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Tabelle A3: GHB-Konzentrationen fir alle segmentiert gemessenen Haarproben von Personen ohne

GHB-Aufnahme. Alle Konzentrationen sind in ng/mg angegeben, das Alter in Jahren. Jedes Segment

war 3 mm lang.

Alter  Geschlecht S1 S2 S3 S4 S5 S6 §7 S8 S9 §10
46 w 0,69 0,31 0,41 0,40 0,50 0,46 0,56 0,38 0,44 0,51
22 w 0,14 0,10 0,15 0,22 0,20 0,18 0,16 0,23 0,20 0,19
56 w 0,41 0,39 0,39 0,39 0,34 0,39 0,41 0,45 0,43 0,45
20 w 0,25 0,24 0,24 0,20 0,24 0,24 0,25 0,31 0,32 0,21
21 w 0,69 0,83 0,91 0,81 0,88 0,70 0,96 0,67 0,87 0,96
23 w 0,79 0,77 0,74 0,74 0,75 0,76 0,81 0,73 0,81 0,91
21 w 2,0 2,2 1,8 2,0 2,2 2,2 1,8 2,6 2,5 24

21 w 0,30 0,40 0,34 0,29 0,20 0,26 0,14 0,18 0,25 0,27
21 w 0,45 0,33 0,56 0,22 0,25 0,37 0,54 0,50 0,58 0,41
20 w 0,55 0,67 0,44 0,59 0,48 0,62 0,54 0,40 0,36 0,48
25 w 0,16 0,26 0,28 0,17 0,28 0,19 0,22 0,12 0,12 0,16
25 w 0,53 0,62 0,58 0,52 0,51 0,52 0,56 0,58 0,63 0,25
22 w 0,19 0,31 0,46 0,58 0,55 0,54 0,61 0,45 0,44 0,5

20 w 1,2 1,2 1,3 0,98 1,3 1,1 0,91 1,1 0,98 0,92
21 w 1,2 1,6 1,4 1,6 1,6 21 1,1 1,4 1,2 1,5

20 w 0,35 0,30 0,28 0,45 0,45 0,57 0,50 0,56 0,38 0,64
22 w 0,79 0,90 0,90 1,0 1,2 0,92 1,0 0,95 0,81 1,0

24 w 0,24 0,18 0,21 0,21 0,15 0,22 0,15 0,11 0,14 0,16
21 w 0,29 0,15 0,22 0,20 0,14 0,14 0,23 0,23 0,16 0,15
21 w 0,19 0,23 0,40 0,46 0,29 0,23 0,5 0,25 0,57 0,39
23 w 1,4 1,6 1,6 1,9 2,0 1,9 1,2 2,0 1,1 1,7

21 w 0,62 0,74 0,62 0,61 0,46 0,47 0,48 0,58 0,31 0,74
22 w 0,31 0,38 0,33 0,42 0,21 0,39 0,50 0,29 0,47 0,22
31 w 0,57 0,58 0,42 0,41 0,42 0,46 0,46 0,28 0,31 0,21
37 w 0,14 0,18 0,16 0,11 0,21 0,18 0,25 0,15 0,20 0,26
30 w 0,14 0,23 0,22 0,16 0,15 0,19 0,18 0,19 0,23 0,13
29 w 0,13 0,15 0,18 0,23 0,34 0,22 0,22 0,24 0,16 0,10
24 w 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
26 w 0,19 0,11 0,13 0,15 0,15 0,13 0,16 0,20 0,2 0,23
20 w 0,43 0,32 0,46 0,33 0,43 0,20 0,36 0,29 0,29 0,32
39 w 0,77 0,71 0,66 0,62 0,62 0,69 0,77 0,75 0,80 0,77
47 w 0,51 0,51 0,64 0,72 0,89 0,64 0,62 0,72 0,67 0,61
32 w 1,6 1,9 1,1 1,2 1,3 1,8 1,0 1,0 0,94 1,2

31 w 2,6 2,8 27 2,7 2,8 2,2 2,2 24 2,5 2,0

59 w 0,27 0,32 0,35 0,34 0,37 0,17 0,25 0,19 0,16 0,35
60 w 0,10 0,26 0,14 0,16 0,20 0,17 0,17 0,13 0,23 0,16
20 w 0,21 0,18 0,14 0,13 0,11 0,13 0,13 0,22 0,20 0,12
27 w 0,24 0,22 0,13 0,20 0,28 0,20 0,22 0,32 0,26 0,11
30 w 0,33 0,49 0,61 0,37 0,23 0,56 0,57 0,62 0,58 0,86
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Alter Geschlecht $1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

39 w 1,2 1,2 1,2 1,2 1,3 1,2 1,2 1,2 1,2 1,3

26 w 0,47 0,44 0,53 0,20 0,36 0,47 0,35 0,41 0,4 0,37
26 w 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
21 w 24 2,6 1,9 1,9 3,4 2,1 24 1,7 2,0 0,10
22 w 0,10 0,37 0,58 0,56 0,47 0,32 0,38 0,44 0,52 0,31
25 w 0,93 0,77 0,97 0,10 0,79 0,59 0,90 0,74 1,2 1,0

23 w 0,63 0,73 0,89 0,10 0,80 0,65 0,55 0,51 0,55 0,74
24 w 0,84 0,70 1,1 1.1 1,1 0,10 0,69 0,77 1,1 0,92
21 w 0,43 0,38 0,47 0,21 0,36 0,44 0,33 0,36 0,40 0,40
21 w 0,46 0,27 0,23 0,37 0,35 0,24 0,46 0,55 0,40 0,33
22 w 0,32 0,10 0,29 0,28 0,25 0,10 0,37 0,15 0,35 0,27
25 w 0,56 0,10 0,64 0,64 0,10 0,3 0,47 0,33 0,34 0,37
26 w 0,23 0,15 0,22 0,16 0,17 0,19 0,12 0,17 0,01 0,18
23 w 0,41 0,37 0,53 0,54 0,49 0,27 0,23 0,36 0,18 0,34
24 w 0,31 0,46 0,30 0,26 0,21 0,17 0,35 0,43 0,30 0,44
25 w 0,76 0,31 0,42 0,29 0,42 0,49 0,45 0,23 0,48 0,48
21 w 1,7 2,7 25 1,4 1,8 2,0 23 0,78 2,6 1,9

52 w 1,6 1,0 1,5 1,2 1,6 1,2 1,5 1,8 1,4 1,3

21 w 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
28 w 0,33 0,39 0,89 0,08 0,82 5,56 4,4 1,2 0,76 1,7

25 w 1,5 1,7 2,7 1,3 2,6 2,0 3,3 1,3 1,3 24

33 w 2,0 3,5 1,2 1,2 4.1 0,28 2,0 1,5 2,5 3,2

53 m 0,14 0,59 1,4 0,57 1,0 1,1 29 29 1,2 0,85
19 m 0,18 1,4 0,72 1,4 0,40 0,62 1,5 0,27 0,67 0,84
55 m 4,3 27 4,4 2,0 23 3,5 23 2,8 21 3,3

24 m 2,6 23 3,5 2,8 2,2 2,0 29 2,0 4,0 3,3

22 m 1,1 3,0 1,9 0,45 0,45 0,89 0,88 1,7 0,66 1,5

59 m 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
22 m 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
32 m 0,15 0,16 0,21 0,17 0,15 0,17 0,12 0,20 0,11 0,10
23 m 1,3 0,76 0,56 0,91 0,56 0,59 0,72 0,79 1,0 0,87
21 m 0,12 0,23 0,24 0,16 0,26 0,44 0,40 0,24 0,20 0,39
50 m 24 21 24 3,0 2,6 29 1,2 1,5 2,6 1,0

31 m 0,72 0,66 0,63 0,65 0,75 0,69 0,63 0,63 0,62 0,74
20 m 0,11 0,15 0,21 0,12 0,18 0,17 0,15 0,26 0,23 0,15
21 m 0,42 0,44 0,45 0,40 0,56 0,53 0,46 0,47 0,62 0,41
20 m 0 0,11 0,21 0,40 0,18 0,19 0,14 0,10 0,15 0,12
20 m 0,50 0,64 0,48 0,75 0,59 0,56 0,45 0,49 0,53 0,71
23 m 0,10 0,17 0,28 0,23 0,21 0,18 0,18 0,26 0,40 0,47
21 m 0,33 0,49 0,40 0,70 0,71 0,51 0,54 0,39 0,58 0,47
41 m 0,39 0,31 0,51 0,3 0,47 0,63 0,67 0,76 0,96 0,52
54 m 0,84 0,81 0,94 0,57 0,42 0,62 0,64 0,71 0,69 0,41
34 m 0,15 0,11 0,18 0,12 0,15 0,12 0,16 0,17 0,14 0,15
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Alter  Geschlecht $1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S$10
58 m 1,4 1,6 0,9 1,1 1,2 1,6 0,80 0,72 1,0 0,85
42 m 1,5 2,1 2,5 1,7 1,0 2,1 1,3 1,5 0,56 1,8
47 m 3,9 3,9 3,1 2,7 1,9 2,0 3,6 2,5 2,8 2,1
34 m 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
27 m 2,2 2,3 0,85 2,3 2,9 2,8 1,6 0,58 1,9 1,2

Tabelle A4: GHB-Konzentrationen fir alle Segmente der zwei bis acht Jahre gelagerten Haarproben.

Alle Abschnitte sind in mm und die Konzentrationen in ng/mg angegeben. Konzentrationen, die oberhalb

des in der vorliegenden Arbeit ermittelten Referenzbereichs ohne Ausreil3er lagen, wurden mit einem

Pfeil (1) markiert. Konzentrationen, die oberhalb des Referenzbereichs inklusive der Ausrei3er lagen,

wurden mit zwei Pfeilen (11) markiert.

Probe S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10
Lagerdauer
Nr. 1 Abschnitt 0-5 5-10 10-15 15-20 20-25 25-30 30-35 3540
8 Jahre Messwert 32 39 41 42 39 45 42 40
o an an an an ) ()
Nr. 2 Abschnitt 0-3 3-6 6-9 9-12 12-15  15-18  18-21 21-24  24-27 27-30
8Jahre  Messwert 85 110 100 110 130 100 110 110 98 100
an an (m (m (mn (mn m n (m (m
Nr. 3 Abschnitt 0-3 3-6 6-9
7 Jahre Messwert 1 9,2 9,5
o an
Nr. 4 Abschnitt 0-5 5-10 10-15 15-20 20-25 25-30 30-35 35-40
7 Jahre Messwert 28 21 18 17 18 17 19 22
an o an (m (m (mn (1 m (1
Nr. 5 Abschnitt 0-3 3-6 6-9
6 Jahre Messwert 29 23 38
an o an (m
Nr. 6 Abschnitt 0-3 3-6 6-9
5 Jahre Messwert 49 23 13
m o an
Nr. 7 Abschnitt 0-3 3-6 6-9
4 Jahre Messwert 4,2 41 3,1
m m
Nr. 8 Abschnitt 0-5 5-10 10-15 15-20 20-25 25-30 30-35 3540
3 Jahre Messwert 11 55 3,1 2,4 1,6 1,5 24 3,2
M
Nr. 9 Abschnitt 0-3 3-6 6-9
3 Jahre Messwert 4.8 4,6 4.6
M M m
Nr. 10 Abschnitt 0-3 3-6 6-9
2 Jahre Messwert 32 18 12
o an
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Tabelle A5: GHB-Konzentrationen fiir alle Segmente der Haarproben von Personen mit Xyrem®-
Medikation nach Denaturierung. Alle Abschnitte sind in mm und die Konzentrationen in ng/mg
angegeben. Konzentrationen, die oberhalb des in der vorliegenden Arbeit ermittelten Referenzbereichs
ohne Ausreiler lagen, wurden mit einem Pfeil (1) markiert. Konzentrationen, die oberhalb des

Referenzbereichs inklusive der Ausreil3er lagen, wurden mit zwei Pfeilen (1) markiert.

Nummer S1 S2 S3 sS4 S5 S6 S7 s8 S9  S10
PO1 Abschnitt 0-10  10-20 20-30 30-40 40-50  50-60
Messwert 2,3 35(1) 51(1) 49(1) 62(1) 84(11)
P02 Abschnitt 0-5 510 10-15 1520 20-25 25-30 30-35 35-40 40-45 45-50
Messwert 33 (1) 3,0 1,6 1,7 22 2,5 22 28 21 2,3
P03 Abschnitt 0-3 36 69 912 12-15 15-18 18-21 21-24 24-27 27-30
Messwert 1,1 093 089 10 055 078 069 088 08 072

P04 Abschnitt 0-3 3-6 6-9 9-12 1215 15-18 18-21 21-24 24-27 27-30
Messwert 0,35 0,58 1,2 0,26 0,28 0,24 0,60 0,87 0,53 1,9
P05 Abschnitt 0-3 3-6 6-9 9-12 1215 15-18 18-21 21-24 24-27 27-30
Messwert 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
P06 Abschnitt 0-5 5-10 10-15 15-20 20-25 25-30

Messwert 1,9 21 2,5 3,0 2,6 2,9
P07 Abschnitt 0-7 7-12 1217 17-22 22-27 27-32 32-42 42-52 52-62
Messwert 0,98 0,25 0,26 0,26 0,43 1.1 2,0 2,5 2,5

P08 Abschnitt 0-10 10-30
Messwert 3,4 (1) 1,1
P09 Abschnitt 0-10 10-30 30-50 50-80 80-150
Messwert 0,83 1,2 1,3 0,91 0,92
P10 Abschnitt 0-5 5-10 10-15 15-20 20-25 25-30 3040 40-50 50-60
Messwert 0,31 0,34 0,23 0,62 0,21 0,88 0,75 0,77 0,94
P11 Abschnitt 0-3 3-6 6-10 10-15 15-20 20-25 25-30
Messwert 2,4 2,0 2,5 23 2,0 1,4 2,5
P12 Abschnitt 0-5 5-10 10-15 15-20 20-25 25-30
Messwert 8,1 (11) 3,7(1) 4,0(1) 31 40() 3,0
P13 Abschnitt 0-10

Messwert 1,7
P14 Abschnitt 0-3 3-6 6-9 9-12 12-15 15-18 8-21 21-24 24-27 27-30
Messwert 3,6 (1) 2,3 34(1) 50(1) 35(1) 3.1 2,9 34(1) 34() 50(1)
P15 Abschnitt 0-3 3-6 6-9 9-12 12-15 15-18 18-21 21-24 24-27 27-30
Messwert 1,8 2,3 46 (1) 12 6,1(1) 40() 28 2,5 2,0 2,0
P16 Abschnitt 0-30 30-60 60-90
Messwert 1,4 1,1 1,0

P17 Abschnitt 0-10 10-20 20-30 3040 40-50
Messwert 0,26 0,82 1,3 0,10 0,37
P18 Abschnitt 0-3 3-6 6-9 9-12 1215 15-18 18-21 21-24 24-27 27-30
Messwert 0,58 0,81 1,0 1,0 0,74 0,60 0,58 0,48 1,2 0,35
P19 Abschnitt 0-5 5-10 10-20 20-30 30-40 40-50 50-60
Messwert 0,67 0,84 0,69 0,95 0,96 1.4 1,3
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Tabelle A6: GHB-Konzentrationen fiir alle Segmente der Haarproben von Personen mit Xyrem®-

Medikation nach Aufarbeitung durch Ultraschall. Alle Abschnitte sind in mm und die Konzentrationen in

ng/mg angegeben. Konzentrationen, die oberhalb des in der vorliegenden Arbeit ermittelten

Referenzbereichs ohne Ausrei3er lagen, wurden mit einem Pfeil (1) markiert.

Nummer S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10
P05 Abschnitt 0-3 3-6 6-9 9-12 12-15 15-18 18-21 21-24 24-27 27-30
Messwert 3,2 0,70 0,50 0,60 0,6 0,70 0,90 1,1 1,1 0,90
P06 Abschnitt 0-5 5-10 10-15 15-20 20-25 25-30
Messwert 1,9 2,1 25 3,0 2,6 2,9
P07 Abschnitt 0-5 5-10 10-15 15-20 20-30 30-40 40-50 50-60
Messwert — 1,0 1,1 1,2 1,2 1,1 1,0 0,8
P08 Abschnitt 0-20
Messwert 0,51
P10 Abschnitt 0-10 10-25 25-40 40-55 55-70
Messwert 0,17 0,13 0,21 0,21 0,13
P11 Abschnitt 0-6 6-10 10-20 20-30
Messwert 0,23 0,24 0,17 0,56
P12 Abschnitt 0-5 5-10 10-15 15-20 20-25
Messwert 2,9 1,9 1,7 21 1,8
P14  Abschnitt 0-5 5-10 10-15 15-20 20-30 30-55
Messwert 4,4 (1) 48(1) 39(1) 42(1) 34(1) 23
P15 Abschnitt 0-5 5-15 15-25 25-35 35-55
Messwert 0,57 0,93 2,5 1.1 1,5
P16 Abschnitt 0-20 2-40
Messwert 1,2 1,5
P18 Abschnitt 0-5 5-15 15-25 25-35 35-65
Messwert 2,0 2,3 1,8 1,8 0,8
P19 Abschnitt 0-15 15-30 30-50 50-80
Messwert 2,4 1,9 1,6 1,3
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Tabelle A7: Messwerte der Metaboliten fiir alle Segmente der Haarproben von Personen mit Xyrem®-
Medikation. Konzentrationen, die oberhalb des in der vorliegenden Arbeit ermittelten Referenzbereichs
ohne Ausreil3er lagen, wurden mit einem Pfeil (1) markiert. Proben, die oberhalb des Referenzbereichs

inklusive der Ausreil3er lagen, wurden mit zwei Pfeilen (11) markiert.

Nummer Segment Abschnitt 2,4-DHB- 3,4-DHB- Glycolséaure- GHB-Sulf-
[mm] Konz. Konz. Konz. Konz.
[ng/mg] [ng/mg] [ng/mg] [ng/mg]
P06 S1 0-5 0,47 (1) 1,3 (1) 31 (11) 15 (11)
S2 5-10 0,42 1,6 (1) 46 (11) 34 (11)
S3 10-15 0,35 1,7 (1) 42 (11) 31(11)
S4 15-20 0,32 1,4 (1) 33(11) 23 (11)
S5 20-25 0,33 1,2 (1) 48 (11) 27 (11)
S6 25-30 0,24 1,4 (1) 39 (11) 25 (11)
PO7 S1 0-5 2,6 (11) 3,3(1) 230 (11) 69 (11)
S2 5-10 0,32 1,4 (1) 59 (11) 62 (11)
S3 10-15 0,36 1,9 (1) 58 (11) 72 (11)
S4 15-20 0,34 1,7 (1) 50 (11) 75 (11)
S5 20-30 0,17 1,7 (1) 26 (11) 18 (11)
S6 30-40 0,17 1,7 (1) 27 (11) 13 (1)
S7 40-50 0,17 2,0 (1) 33 (11) 17 (11)
S8 50-60 0,17 1,8 (1) 29 (11) 13 (11)
P08 S1 0-20 1,0(11) 2,1(1) 67 (11) 15 (11)
P10 S1 0-10 0,81 (11) 3,0(1) 53 (11) 8,5 (1)
S2 10-25 0,25 2,6 (1) 24 (1) 57 (1)
S3 25-40 0,17 2,5(1) 20 (1) 6,4 (1)
S4 4-55 0,23 2,9 (1) 24 (1) 7,1(1)
S5 55-70 0,17 3,0 (1) 19 (1) 5,3(1)
P11 S1 0-5 0,72 (11) 1,2 (1) 34 (11) 2,2(1)
S2 5-10 1,3 (11) 1,7(1) 59 (11) 12 (1)
S3 10-20 0,69 (11) 1,1(1) 34 (11) 3,5(1)
S4 20-30 1,0(11) 1,4 (1) 49 (11) 6,6 (1)
P12 S1 0-10 0,88 (11) 1,4 (1) 68 (11) 17 (1)
S2 10-20 0,36 1,0 (1) 34 (11) 31(11)
S3 20-30 0,21 0,81 (1) 32 (11) 18 (11)
S4 30-40 0,31 1,5 (1) 26 (11) 17 (11)
S5 40-50 0,17 1,3 (1) 24 (1) 17 (11)
P14 S1 0-5 0,45 1,1(1) 13 (1) 2,7(1)
S2 5-10 0,38 1,6 (1) 14 (1) 2,2(1)
S3 10-15 1,0 (11) 23(1) 29 (1) 10 (1)
S4 15-20 0,23 0,60 16 (1) 9,0 (1)
S5 20-30 0,44 1,1(1) 13 (1) 2,8(1)

S6 30-55 0,39 1,5 (1) 6,5 0,40




Anhang 160
Nummer Segment Abschnitt 2,4-DHB- 3,4-DHB- Glycolsaure- GHB-Sulf-
[mm] Konz. Konz. Konz. Konz.
[ng/mg] [ng/mg] [ng/mg] [ng/mg]

P15 S1 0-5 0,48 (1) 1,9 (1) 25 (11) 6,4 (1)

S2 5-15 0,35 1,4 (1) 6,9 0,20

S3 15-25 0,84 (11) 2,5(1) 12 (1) 0,40

S4 25-35 0,29 1,6 (1) 7,4 0,20

S5 35-55 0,18 1,5 (1) 5,8 0,40
P16 S1 0-20 0,05 0,90 (1) 5,1 0,70

S2 20-40 0,05 1,1(1) 54 1,1
P18 S1 0-5 0,17 0,50 29 (11) 4,3 (1)

S2 5-15 0,17 0,30 15 (1) 6,8 (1)

S3 15-25 0,17 0,40 9,0 4,1(1)

S4 25-35 0,05 0,40 7,2 2,7(1)

S5 35-65 0,17 0,50 3.4 0,50
P19 S1 0-15 0,17 0,40 18 (1) 14 (11)

S2 15-30 0,05 0,20 12 (1) 11(1)

S3 30-50 0,05 0,50 5,6 1,2

S4 50-80 0,05 0 4,5 1,3
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Abkilirzung Erlauterung

% Prozent

] mikro, Sollwert

1,4-BD 1,4-Butandiol

2,4-DHB 2,4-Dihydroxybuttersaure
3,4-DHB 3,4-Dihydroxybuttersaure

a Signifikanzniveau (0,01)

ACN Acetonitril

AcOH Essigsaure

AF Ammoniumformiat

AHB Alpha-Hydroxybutterséure
ANOVA Analysis of Variance

APCI Atmospheric Pressure Chemical lonisation
API Atmospheric Pressure lonisation
AS Ameisensaure

atm Atmosphére(n)

BASF Badische Anilin- & Sodafabrik

BG Bestimmungsgrenze

BHB Beta-Hydroxybuttersaure

°C Grad Celsius

c centi

C18 Octadecylsilan

Cc8 Octylsilan

CAD Collisionally Activated Dissociation
CE Collision Energy

CEM Channel Electron Multiplier
CLogP Verteilungskoeffizient

CUR Curtain Gas

CXP Collision Cell Exit Potential

CZE Capillary Zone Electrophoresis
DCM Dichlormethan

DEA Drug Enforcement Administration
DFC Drug Facilitated Crime

DFSA Drug Facilitating Sexual Assault
DIN Deutsches Institut fir Normung
DP Declustering Potential

EP Entrance Potential, Proben von Personen ohne GHB-Aufnahme (endogen)
ESI Electrospray lonisation

et al. et alia

EtG Ethylglucuronid

FDA Food and Drug Administration

FIA Flow Injection Analysis

g Gramm, Erdbeschleunigung
G01-G67 GielRRener frische Proben Nr. 01-67
GABA Gamma-Aminobuttersdure
GABAA-R Gamma-Aminobuttersurea-Rezeptoren
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GABAs-R Gamma-Aminobuttersiures-Rezeptoren
GABA-T Gamma-Aminobuttersdure-Transaminase

GAD Glutamat-Decarboxylase

GBL Gamma-Butyrolacton

GC Gaschromatographie

GHB Gamma-Hydroxybuttersaure

GHB-Gluc Gamma-Hydroxybuttersaure-beta-O-Glucuronid
GHB-Pal 4-Palmitoyloxy Butyrate

GHB-R Gamma-Hydroxybuttersdure-Rezeptor
GHB-Sulf Gamma-Hydroxybuttersdure-4-Sulfat

G-Protein Guaninnucleotide-bindendes-Protein

GS1, GS2 Gas 1, Gas 2

GTFCh Gesellschaft fiir Toxikologische und Forensische Chemie
GVL Gamma-Valerolacton

HPLC High Pressure Liquid Chromatography

HS Headspace

Hz Hertz

IMS lon Mobility Spectrometry

IQ Interquad Lenses

IS lon Spray Voltage

k kilo, relative Ergebnisunsicherheit (3)

KO Knock-out

L Liter

LC Liquid Chromatography

LLOQ Lower Limit of Quantification

LoD Limit of Detection

LoQ Limit of Quantification

LSD Lysergsaurediethylamid

M molar

m Meter, milli, mannlich

M Manner

M(-) Ménner ohne das erste Segment

MCT1 Monocarboxylat-Transporter 1

MeOH Methanol

min Minuten

MPU Medizinisch-Psychologische Untersuchung
MRM Multiple Reaction Monitoring

MS Massenspektrometrie

MS/MS Tandem-Massenspektrometrie

MShyg mittleres Abweichungsquadrat zwischen den Tagen
MSwg mittleres Abweichungsquadrat innerhalb der Tage
MSI Mass Spectrometric Imaging

MW Mittelwert

n nano, Anzahl an...,

NADH Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Hydrogen
NADPH Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
Na-GHB Natriumsalz der Gamma-Hydroxybuttersaure

n. b.

nicht bestimmt
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NG Nachweisgrenze

NMR Nuclear Magnetic Resonance

n. n. nicht nachgewiesen

NP Proben von Narkolepsie-Patienten
n.s. nicht segmentiert

p Signifikanzwert

P frische Proben

P01-P19 Proben der Narkolepsie-Patienten Nr. 01 — 19
pH potentia hydrogenii

PICI Positive lon Chemical lonisation

pKs Saurekonstante

psi Pounds per Square Inch

Q Qualifier, Quadrupol

Qx Summe der Abweichungsquadrate
r,R Korrelationskoeffizient nach Pearson
® Registered in Unites States Patent and Trademark Office
REM Rapid Eye Movement

Rh((CO)z)acac Acetylacetonato(dicarbonyl)rhodium(l)
RP Reversed Phase, Rickstellproben
RSD) Wiederholprazision

RSD) tagesverschiedene Laborprazision

RT Retentionszeit

S. segmentiert

s Sekunden

Sx, Verfahrensstandardabweichung

s? Wiederholvarianz

s? Varianz zwischen den Tagen

S1-S... Segment Nr. 1 — Segment Nr....

Seg Segmente

SD Standardabweichung

SIM Selected lon Monitoring

SoHT Society of Hair Testing

SPE Solid Phase Extraction

SSA Succinat-Semialdehyd

SSADHD Succinic-Semialdehyde-Dehydrogenase-Deficiency
SSAR Succinat-Semialdehyd-Reduktase

ST Stubbies

t Quantil der t-Verteilung

T Target

Temp Temperatur

THF Tetra-Hydrofuran

™ Trade Mark

UDP Uridindiphosphat

UFLC Ultra Fast Liquid Chromatography
UNDOC United Nations Office on Drugs and Crime
USA United States of America

uv ultraviolett

\Y Volt
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Mittelwert aller Bestimmungen

Anhang
W(-) Frauen ohne das erste Segment
w Frauen
w weiblich
X GehaltsgréRRe
X
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