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Zusammenfassung 

In dieser Arbeit wurden interdisziplinäre Untersuchungen durchgeführt, um die 

Nachweisbarkeitsdauer nach einer Gamma-Hydroxybuttersäure-(GHB)-Gabe in biologischen 

Matrices zu verlängern. Es sollten biologische Marker gefunden, Grenzwerte festgelegt und 

geeignete Strategien zur Identifizierung einer GHB-Einnahme entwickelt werden, die die 

bisherigen forensischen Beweise bei der Aufklärung einer GHB-assoziierten Straftat ergänzen. 

Zusammenfassend ist zu sagen, dass diese vielversprechenden Ansätze weder auf 

toxikologischer noch auf genetischer Ebene eine eindeutige Verlängerung der 

Nachweisbarkeitsdauer erzielen konnten.   

Um eine Einführung in das Thema zu geben und die Problematik des forensischen 

Nachweises einer GHB-Einnahme zu verdeutlichen, wurde zunächst der tödlich verlaufende 

Fall einer GHB-assoziierten Sexualstraftat an einem 6-jährigen Mädchen geschildert. Erste 

Untersuchungen widmeten sich anschließend der Analyse von GHB in Haarproben von 

Narkolepsie-Patienten, die entweder regelmäßig mit GHB behandelt wurden oder die 

Therapie mit GHB starteten. Der Vergleich der Konzentrationen erlaubte keine 

Unterscheidung zwischen einer regelmäßigen therapeutischen Einnahme und einer GHB-

Einzelgabe. Anschließend wurden bisher veröffentlichte Ansätze zum Nachweis einer GHB-

Exposition an den Ergebnissen der Haaranalyse angewendet. Trotz der vielfältigen 

Möglichkeiten, die GHB-Konzentrationen im Haar zu interpretieren, konnte keine Methode 

den eindeutigen Beweis für die Einnahme von GHB in den Proben dieser Patienten erbringen.  

Anschließend wurde eine Methode zur quantitativen Bestimmung der Metabolite 

GHB-β-O-Glucuronid (GHB-Gluc) und GHB-4-Sulfat (GHB-Sulf) in Plasma und Urin 

entwickelt. Die Methode wurde nach den Richtlinien der Gesellschaft für toxikologische und 

forensische Chemie (GTFCh) validiert und die Stabilität wurde in den biologischen Proben 

getestet. Die Untersuchungen garantierten stabile Konzentrationen für GHB-Gluc und GHB-

Sulf in Plasma- und Urinproben bei einer Lagerungstemperatur von -20°C über einen 

Zeitraum von 31 Tagen.  

Des Weiteren wurde ein Ausscheidungsexperiment durchgeführt und endogene 

Konzentrationen der GHB-Stoffwechselprodukte in Plasma und Urin bestimmt. Die 

Erstellung der pharmakokinetischen Profile aller Patienten demonstrierten, dass das 

Nachweisfenster für eine GHB-Gabe in Plasma (<4 h) und Urin (<6 h) sehr eng ist und eine 
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Verlängerung der Nachweisbarkeit anhand der Konzentrationen der Stoffwechselprodukte 

nicht möglich ist. GHB-Gluc und GHB-Sulf eigneten sich somit nicht als Marker für eine 

GHB-Einnahme. Diese Ergebnisse wurden jedoch weiter untersucht, indem eine geeignete 

Normalisierung für die Konzentrationen im Urin gefunden werden sollte. Es wurde eine 

zunächst unbekannte endogene Komponente in allen Urinproben gesucht, die mit beiden 

Metaboliten gut korrelierte. Die Substanz wurde als β-Citryl-Glutaminsäure identifiziert und 

ermöglichte die Angleichung der pharmakokinetischen Profile der mit GHB regelmäßig 

behandelten Patienten. Des Weiteren zeigte sich, dass sich die Bestimmung eines intra-

individuellen Grenzwertes für die Interpretation der Urinkonzentrationen des 

Therapieeinsteigers geeignet war, um eine einmalige GHB-Gabe nachzuweisen.  

Letztendlich wurde auf genetischer Ebene eine robuste Methode mit empirisch 

geprüfter Normalisierungsstrategie entwickelt, mit der die Expression der Gene ALDH5A1, 

AKR7A2, EREG und PEA15 nach GHB-Einnahme untersucht wurde. Die Ergebnisse 

demonstrierten, dass die Exposition mit GHB die Expression dieser Gene nicht signifikant 

beeinflusste. Daher konnte auf diese Weise kein geeigneter Surrogatmarker zum Nachweis 

einer GHB-Gabe identifiziert werden.  

In dieser Arbeit wurden robuste und validierte Methoden entwickelt, neue Strategien 

zur Normalisierung etabliert und vielversprechende Ansätze getestet, die in weiteren 

Forschungsexperimenten näher untersucht werden sollten.  
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1 Einleitung 

1.1 GHB-Vorkommen, Verwendung, Missbrauch 
Gamma-Hydroxybuttersäure (GHB) oder auch 4-Hydroxybutansäure wurde zum ersten Mal 

1874 von Alexander Sytzeff synthetisiert und beschrieben [1]. Im Organismus wird GHB 

endogen aus dem Neurotransmitter Gamma-Aminobuttersäure (GABA) mit Hilfe der 

Enzyme GABA-Transaminase und Succinat-Semialdehyd-Reduktase (SSAR) gebildet [2–4]. 

GHB kommt nicht nur im menschlichem Organismus vor [5], sondern kann auch in anderen 

höheren Eukaryoten wie z. B. Pflanzen und Ratten nachgewiesen werden [6,7]. In der Pflanze 

Arabidopsis thaliana wird GHB eine regulatorische Funktion bei der Tolerierung von 

oxidativem Stress zugesprochen [6].  

Neben dem natürlichen Vorkommen als endogene Substanz wurde GHB in den 

1960er Jahren als Anästhetikum verwendet, heutzutage wird es hauptsächlich zur 

medikamentösen Behandlung der Krankheit Narkolepsie eingesetzt [8–10]. Das Arzneimittel 

wird hierbei in therapeutischen Dosierungen von 4,5-9 g Natriumoxybat (das Natriumsalz der 

GHB) verabreicht [11]. Dosen im Bereich von 75 mg/kg bis 100 mg/kg GHB eignen sich gut 

als Hypnotikum [12]. Neben der Behandlung von Patienten mit Narkolepsie wird es auch zur 

Therapie des Alkoholentzugs in Dosen von 50 mg/kg bis 100 mg/kg Körpergewicht und zur 

Therapie des Opiatentzugs in Dosen von 25 mg/kg Körpergewicht eingesetzt [13–15].  

Bekannte Medikamente sind die Produkte Xyrem® und Somsanit®. Diese sind farblos 

flüssige Arzneiformen, die als Wirkstoff das Natriumsalz des GHB enthalten [11]. Xyrem® ist 

eine Lösung zur oralen Anwendung, Somsanit® dient als Narkotikum und Sedativum, welches 

intravenös appliziert wird. Im Jahre 1977 fand man heraus, dass GHB die Freisetzung von 

Wachstumshormonen stimuliert [16]. Daraufhin wurde es von Bodybuildern missbräuchlich 

als Dopingsubstanz verwendet. Seit 1994 berichtete die britische nationale 

Giftinformationszentrale über den Konsum von GHB als Freizeitdroge in den Nachtclubs 

von London [17] und auch in der Gay Szene wurde GHB immer bekannter [18]. Außerdem 

wurde es von HIV-positiven Personen konsumiert, die eine Energiesteigerung durch dessen 

Konsum beschrieben [19].  

Seit dem 1 März 2002 ist GHB der dritten Anlage des Betäubungsmittelgesetzes unterstellt. 

Eine Ausnahme stellen jedoch Injektionslösungen wie das Arzneimittel Somsanit® dar, 
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welches der einfachen Verschreibungspflicht unterliegt [20]. Aufgrund seiner schnellen 

pharmakologischen Wirkung innerhalb von 30 min - abhängig von der eingenommen Dosis-

 -und seinem schnellem Katabolismus, wird es auch als k.o.-Mittel beim Begehen von 

Verbrechen insbesondere von sexuellen Übergriffen eingesetzt [21,22]. Auch über den 

illegalen Gebrauch von GHB zur Gewichtskontrolle wird in der Literatur berichtet [23]. 

Dennoch gehört GHB nicht zu den Drogen, die häufig konsumiert werden. So zeigte eine 

Studie des European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction, dass die Lebenszeitprävalenz 

des Gebrauchs von GHB je nach Zielgruppe und Studie bei ca. 3 bis 19 % lag [24].  

Anderson et al. veröffentlichen einen Artikel über die globale epidemiologische 

Perspektive der Toxikologie von Drogen, die bei Sexualdelikten eingesetzt wurden. Hierbei 

wurden verschiedene Studien aus unterschiedlichen Ländern untersucht, die dokumentierten, 

welche Drogen häufig im Rahmen von DFSA detektiert wurden [25]. Nur in Kanada und in 

den USA wurde GHB jeweils zu 1,1 und 3 % in solchen Fällen aufgefunden. In den übrigen 

Studien wurde GHB gar nicht aufgelistet. Entgegen der populistischen Auffassung, dass mit 

Drogen versetzte Getränke ein hohes Risiko darstellen, scheint Alkohol in Kombination mit 

freiwillig genommenen Drogen der größte Risikofaktor zu sein, um Opfer einer Sexualstraftat 

zu werden. Aufgrund der schnellen Metabolisierung von GHB und den häufig großen 

Zeiträumen zwischen Tatzeit und Blutentnahme, könnte die Gabe dieser Substanz in solchen 

Studien unterschätzt werden [26].  

Je nach Konsumgruppe und welcher Wirkzustand mit der Einnahme von GHB 

erreicht werden sollte, entstanden unterschiedliche Synonyme für die eigentliche Droge GHB. 

Die bekanntesten Abkürzungen für die Substanz Gamma-Hydroxybuttersäure sind wohl 

„GHB“ oder „G“. Aufgrund seiner euphorisierenden Wirkung wird es auch „liquid X“, 

„liquid E“ oder „liquid ecstasy“ genannt. Jedoch ist GHB auch unter dem Synonym „growth 

hormone booster“ oder „woman viagra“ bekannt, da es sowohl die Freisetzung von 

Wachstumshormonen fördert als auch die Libido steigern kann. Im Zusammenhang mit 

seiner bewusstseinsmindernden Wirkung wird es auch als k.o.-Tropfen bezeichnet und kann 

auch unter den Begriffen „natural sleep 500“, „grievous bodily harm“ und „easy lay“ 

beschrieben werden. Weitere Synonyme sind „fantasy”, “cherry meth”, “scoop” und “Georgia 

home boy”. Auf Grund seines salzigen Geschmacks wird GHB auch als “soap” oder “salty 

water” bezeichnet [24].  

  



Einleitung 
 

3 
 

1.2 GHB-Biosynthese 
GHB entsteht endogen durch die Degradation des Neutrotransmitters GABA. Mit Hilfe der 

GABA-Transaminase wird das Substrat zu Succinat-Semialdehyd (SSA) umgewandelt [2,27], 

dieses wird anschließend über das Enzym Succinat-Semialdehyd-Reduktase (SSAR) zu GHB 

reduziert [3] (siehe Abbildung 1). NADPH dient hier als Cofaktor [28]. Das Gen AKR7A2 

codiert für dieses Enzym, gehört der Subfamilie AKR7 an und wird in unterschiedlichen 

Geweben exprimiert [29,30]. Der größte Anteil des gebildeten SSAs wird jedoch über das 

Enzym Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase (SSADH) zu Succinylsäure (Bernsteinsäure) 

oxidiert und über den Zitronensäurezyklus metabolisiert [31]. Das Enzym ALDH5A1 codiert 

für das Enzym SSADH [32]. Nur 0,15 % des Anteils an gebildetem SSA werden im Rattenhirn 

zu GHB synthetisiert [33].  

Liegt ein Mangel des Enzyms SSADH vor, so kann eine erhöhte Konzentration an 

GHB im Urin und in anderen Körperflüssigkeiten festgestellt werden [4,34]. Die Krankheit 

wird als Succinic Semialdehyde Dehydrogenase Deficiency (SSADHD) bezeichnet. Zwei Exon 

skipping - Mutationen innerhalb des Gens ALDH5A1 verursachen eine verminderte Aktivität 

dieses Enzyms und führen zu einer Akkumulation der Neurotransmitter GABA und GHB 

[35]. Die Erkrankung äußert sich phänotypisch in verzögerter Intelligenz-, Bewegungs-, 

Sprech- und Sprachentwicklung [34]. Außerdem können Bluthochdruck und etwas seltener 

Krämpfe und Ataxien beobachtet werden [36]. Es ist ein seltener angeborener genetischer 

Defekt [36] mit bisher ca. 200 gemeldeten Patienten [37].  

Ob eine exogene GHB-Gabe Einfluss auf die Genexpression unterschiedlicher Gene 

haben könnte, untersuchte Larson et al. im Jahre 2007. Hierfür wurden Mäusen 

Natriumoxybat in einer Dosis von 1 g/kg injiziert. Es konnte gezeigt werden, dass die Gene 

PEA-15 und EREG bis zu 96 h signifikant höher in behandelten Mäusen als in einer 

Kontrollgruppe exprimiert wurden.  

Epiregulin ist ein Mitglied der „epidermal growth factor“-Familie [38] und wird auf 

peripheren Leukozyten detektiert [39]. Das korrespondierende Gen (EREG) wird 

hauptsächlich in der Plazenta exprimiert. Das Expressionsniveau von Epiregulin ist in 

normalen Geweben gering. Epiregulin ist ein Signalmolekül und als Ligand des „epidermal 

growth factor“-Rezeptors und verschiedener Tyrosinkinase-Rezeptoren an der Regulation 

zahlreicher zellulärer Prozesse beteiligt. 
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Pea-15 ist ein 15 kDa schweres Protein, das zunächst in großen Mengen im 

Cytoplasma von Astrocyten im Gehirn detektiert wurde [40]. Pea-15 wird darüber hinaus in 

vielen Geweben exprimiert und reguliert zahlreiche zelluläre Funktionen durch vielfältige 

Interaktionen u. a. mit Phospholipase D1, Caspase 8, Mitogen-acitivated protein kinase 1 (MAPK1) 

und Fas-associated protein with Death Domain (FADD).  

Des Weiteren wurden in einer Posterpräsentation von Abdullah und Ellis die 

Ergebnisse von Expression Arrays vorgestellt. Es konnte gezeigt werden, dass auch Einzeldosen 

von GHB zu hochsignifikanten Veränderungen in der Expression von 584 Genen in 

humanen monozytären Leukämiezellen (THP-1) führen [41].  

 

 

Abbildung 1 Synthese von Gamma-Hydroxybuttersäure (GHB) aus Gamma-Aminobuttersäure (GABA) und Degradation von Succinat-

Semialdehyd (SSA) zu Bernsteinsäure; ① GABA-Transaminase, ② Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase (Gen: ALDH5A1); ③ Succinat-

Semialdehyd-Reduktase (Gen: AKR7A2); ④ GHB-Dehydrogenase 

1.3 Physiologie und Pharmakologie von GHB 
1.3.1  Pharmakodynamik 
Die zuvor beschriebene unterschiedliche Nutzung von GHB zum einem als k.o.-Mittel, zum 

anderen als Freizeitdroge bzw. als therapeutische Medikation kann anhand der Dosis-

abhängigen pharmakologischen Wirkung dieser Substanz erklärt werden. In geringen Mengen 

bis zu 1,5 g verursacht GHB einen euphorischen Zustand und hat einen angstlösenden Effekt, 

der eine sozial öffnende Wirkung verursacht. In höheren Dosen bis zu 2,5 g führt GHB zur 

Stimmungs- und Antriebssteigerung sowie zur Erhöhung des sexuellen Verlangens, während 

die Einnahme von großen Dosen einen plötzlichen Tiefschlaf verursachen kann. 
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Kombinationen von GHB mit anderen Medikamenten und Alkohol können zu Übelkeit und 

Erbrechen führen [21]. Die Nebenwirkungen dieses zentral wirksamen Mittels sind in 

klinischen Studien und Fallberichten beschrieben und können 15 min nach Einnahme 

auftreten [23,42]. Dazu gehören u. a. Kopfschmerzen, Erhöhung des Bluthochdrucks, 

Benommenheit; Psychomotorische Störungen und viele andere [42]. Weitere Nebenwirkungen 

werden in dem Kapitel Toxikologie beschrieben.  

Abanades et al. [43] untersuchten die physiologischen und subjektiven Variablen sowie 

die psychomotorischen Leistungen von Probanden nach der Einnahme von GHB in 

unterschiedlichen Dosierungen. Es konnten Veränderungen der psychomotorischen Leistung 

sowie der physiologischen und subjektiven Wirkung abhängig von der eingenommene Dosis 

und dem Plasmaspiegel festgestellt werden. GHB zeigte ein stimulierendes-sedatives 

Wirkmuster in einem zweiphasigen Zeitprofil ähnlich wie die zentral wirksamen Mittel 

Cannabis und Alkohol [44,45]. In der ersten Stunden nach Einnahme dominierten 

psychostimulierende Effekte, während sedative Effekte erst zwei Stunden nach Einnahme 

eintraten [43]. Zur Therapie von Narkolepsie wird GHB eingesetzt, weil es kataplektische 

Anfälle verhindert, die übermäßige Tagesmüdigkeit verringert, die REM-Schlafphase 

verlängert und somit die Nachtruhe des Patienten verbessert [46–49]. Zur Therapie der 

Alkohol- und Opiatabhängigkeit wird es aufgrund der Minderung der Entzugssymptomatik 

eingesetzt [13,14].  

Diese pharmakologischen Effekte werden vermittelt durch den Agonismus von GHB 

am GABAB-Rezeptor. Durch die Bindung von GHB an diesen Rezeptor wird eine zentral 

dämpfende Wirkung im zentralen Nervensystem verursacht [50,51]. Obwohl der exakte 

pharmakologische Effekt von GHB noch nicht komplett erforscht ist, werden niedrige und 

hohe Bindungsaffinitäten von GHB an diesem Rezeptor beschrieben. Rezeptoren mit hohen 

Bindungsaffinitäten für GHB wie zum Beispiel bestimmte GABAA-Rezeptoren und GHB-

Rezeptoren werden aktiviert durch Konzentrationen im nanomolaren Bereich wie z. B. 

endogene Konzentrationen. Diese Rezeptoren befinden sich post-und präsynaptisch im 

zentralen Nervensystem. Exogene Konzentration von GHB, welche gewöhnlich im 

millimolarem Bereich liegen, binden an Rezeptoren mit niedriger Bindungsaffinität. Auch 

diese Rezeptoren sind im prä- und postsynaptischen Bereich des zentralen Nervensystems zu 

finden und vermitteln die hauptsächliche pharmakologische Wirkung durch Bindung an 

bestimmte GABAA- und GABAB-Rezeptoren [51] (siehe Abbildung 2). 
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Abbildung 2 Bay et al. 2014 [51]. Pharmakologische Angriffspunkte von GHB an der GABA/GHBergic Synapse  

Die Bindung von GHB an diese Rezeptoren moduliert direkt und indirekt die Aktivität 

des gabaergen, opioiden, serotonergen oder dopaminergen Systems [52]. Andere 

pharmakologische Wirkungsweisen werden durch den Agonimus von GHB zum GABAB-

Rezeptor induziert und können zu einer Atemdepression führen, wenn eine Überdosis von 

GHB eingenommen wurde [53].  

1.3.2  Pharmakokinetik 
Bis heute wurden zahlreiche Ausscheidungsexperimente nach GHB-Einnahme veröffentlicht. 

Einzelne orale oder ansteigende Dosen von GHB wurden an ein Kollektiv von Freiwilligen 

verabreicht, um pharmakokinetische Profile in Plasma und Urin zu erhalten [22,43,54–57]. Im 

Jahre 1993 veröffentlichten Palatini et al. die pharmakokinetischen Parameter von GHB in 

acht gesunden männlichen Probanden. Diese nahmen Dosen zwischen 12,5 und 50 mg/kg 

GHB ein [57]. Zuvor hatten Ferrara et al. diese Daten in alkohol-abhängigen Individuen nach 
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GHB- Einnahme beschrieben [15]. Brenneisen et al. [22] führten einen Ausscheidungsversuch 

mit acht gesunden Freiwilligen durch, die eine einzelne Dosis von 25 mg/kg GHB erhielten, 

und erstellten ein pharmakokinetisches Profil in Blut, Urin und Speichel. Abanedes et al. [43] 

führten eine doppel-verblindete, randomisierte, crossover und kontrollierte Studie durch, in 

der acht Teilnehmern ansteigende Einzeldosen (40, 50, 60, 72 mg/kg) von Natriumoxybat 

verabreicht wurden, um dosisabhängige pharmakokinetische und pharmakodynamische 

Wirkungen zu beschreiben [43]. Borgen et al. untersuchte die Wirksamkeit von GHB in der 

Behandlung der Narkolepsie an 13 Patienten, welche über Nacht und in den folgenden acht 

Wochen eine Natriumoxybat-Lösung (4 g in 120 mL Wasser) einnahmen [55]. Anschließend 

wurden die pharmakokinetischen Parameter von GHB mit Hilfe der gesammelten Blutproben 

der Narkolepsie-Patienten bestimmt. In einem beobachteten Zeitraum bestimmten Haller et 

al. die GHB Konzentrationen im Urin von 16 Freiwilligen, die eine Dosis von 50 mg/kg GHB 

alleine und in Kombination mit Alkohol einnahmen [54].  

In diesen Studien wurden folgende pharmakokinetische Daten erfasst. Nach oraler 

Absorption können abhängig von der eingenommene Dosis maximale Plasmakonzentrationen 

von GHB mit Werten bis zu 130 mg/L innerhalb von einer Stunde erreicht werden [43]. Die 

Absorption ist geschlechtsunspezifisch und wird durch die Aufnahme von Nahrung nicht 

signifikant beeinflusst [58]. Aufgrund seiner guten Wasserlöslichkeit hat GHB ein geringes 

Verteilungsvolumen im Bereich von 0,2-0,4 L/kg. Die Verteilung von GHB im ganze Körper 

geschieht sehr schnell und folgt einem Zwei-Kompartiment-Modell [22,59]. Die Halbwertszeit 

beträgt 0,3-1,0 h [60]. GHB zeigt keine signifikante Plasmaproteinbindung und das 

Blut / Plasma-Verhältnis beträgt 1,2 [57,60]. Die mittlere renale Clearance liegt bei ca. 

17,8 ± 13,1 mL/min und wird nicht durch den Co-Konsum von Alkohol beeinflusst [54]. Die 

Elimination von GHB folgt einer nicht-linearen Kinetik sowohl in Menschen als auch in 

Tieren, die sich in einer dosis-abhängigen kapazitätslimitierten Elimination sowohl in 

Narkolepsie-Patienten als auch in gesunden Probanden äußert [56,57,61,62]. Das bedeutet, 

dass der Konzentrationsabfall pro Zeit nach Einnahme von GHB nicht konstant ist, sondern 

sich proportional zu der im Moment vorliegenden Plasmakonzentration verhält. So kann 

GHB abhängig von der eingenommenen Dosis im Serum bis zu <6 h und im Urin bis zu 

<12 h in Konzentrationen oberhalb des endogenen Bereichs nachgewiesen werden [22,63]. 

Brenneisen et al. bestimmten GHB-Konzentrationen jeweils bis zu 76,3 mg/L und bis zu 

840 mg/L in den gesammelten Plasma- und Urinproben. In dieser Studie sanken die 

Konzentrationen nach 2.5 h und 12 h wieder unterhalb der verwendeten Grenzwerte von 
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4 mg/L und 10 mg/L in Plasma und Urin [22]. In einer weiteren Studie von Abanades et al. 

nahmen insgesamt fünf Probanden eine GHB-Dosis von 50 mg/kg ein. Maximale 

Plasmakonzentrationen wurden nach 30 min erreicht mit einer mittleren Konzentration von 

83,1 mg/L. Nach 6 h sanken die Werte im Durchschnitt auf 0,9 mg/L. Im Urin wurden 

lediglich 2 % der ursprünglich eingenommenen Dosis ausgeschieden [63]. 

Eine Toleranzentwicklung gegenüber GHB nach einer chronischen Einnahme über 

acht Wochen konnte nicht festgestellt werden [55]. Die pharmakokinetischen Parameter von 

GHB in gesunden Probanden, Narkolepsie-Patienten und alkohol-abhängigen Probanden mit 

Lebererkrankungen zeigten keine signifikanten Unterschiede [55–57].  

1.4 Toxikologie 
Die Wirkdauer bei GHB-Intoxikation kann je nach eingenommener Dosis ca. 1-7 h betragen 

[23,59]. In dieser Zeit treten erwünschte und unerwünschte Wirkungen auf. Die Symptome 

einer Vergiftung mit GHB äußern sich in dosisabhängigen Kopfschmerzen, Übelkeit, 

Erbrechen, Schwindel sowie Sprachstörungen - sie ähneln teilweise einer Alkoholvergiftung. 

Bei höheren Konzentrationen kommt es zur Bradykardie, Krämpfen, Bewusstseinsstörungen 

bis hin zum Koma und Atemdepressionen bis hin zum Atemstillstand. Zu den häufigsten 

Nebenwirkungen gehören Relaxation, Enthemmung, Gefühl der Trunkenheit, Ataxie, 

Desorientierung, Schwindel, Euphorie, Verwirrtheit, Halluzinationen, Schläfrigkeit, 

undeutliche Sprache, Übelkeit, Miosis und Hypothermie [50]. Außerdem sprechen die 

Patienten nicht auf die Antidote Flumazenil und Naloxon an, welche jeweils zur Behandlung 

von Benzodiazepin- und Opioid-Vergiftungen verabreicht werden [59,64–66].  

Patienten, die nach GHB Einnahme in der Klinik eingeliefert wurden, zeigten eine 

typische Bewusstseinstrübung, welche nach einiger Zeit nachließ und zum Erwachen führte. 

Die Nachwirkungen der GHB-Einnahme dauerten nicht lange an, wodurch sich die Patienten 

schnell wieder fit fühlten und das Klinikum bald wieder verlassen wollten. Dieses Phänomen 

wird in der Literatur als „fast in, fast out“-Effekt bezeichnet [59]. Patienten (n=54), die in 

Washington mit einer GHB-Überdosierung in eine Klinik eingeliefert wurden, hatten ein 

Durchschnittsalter von 28 Jahre (Altersbereich: 17-59 Jahren), wobei die Mehrzahl männlich 

war [67]. 

In der Klinik werden derzeit Intoxikationen typischerweise durch eine allgemeine 

Notfallversorgung und mit gegebenenfalls einer intensivmedizinisch symptomatischen 

Therapie behandelt [68]. Solange keine anderen Drogen gleichzeitig eingenommen wurden, 
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sind laut Literatur Überdosen von GHB relativ unproblematisch [21]. Am häufigsten wird 

GHB mit Alkohol konsumiert, was in 85 % der Fälle in einem Kollektiv von GHB-

Intoxikationen gezeigt werden konnte [64]. Andere berauschende Mittel, die mit GHB ko-

konsumiert wurden, sind u. a. 3-Methylmethcathinon, Kokain, Cannabis, Benzodiazepine und 

Amphetamin / Ecstasy [26,69–71]. 

1.5 Metabolismus 
GHB ist ein kleines Molekül, welches aus vier Kohlenstoffatomen besteht. Es ist eine 

mittelstarke bis starke Säure mit einem pKs-Wert von 4,72 [60]. Aufgrund seiner hohen 

Wasserlöslichkeit sind keine bis nur geringe metabolische Veränderungen nötig, um die 

Elimination dieser Substanz zu ermöglichen [72]. Der größte Anteil des Neurotransmitters 

wird über den Zitronensäurezyklus metabolisiert und als CO2 abgeatmet [54]. Einen 

sekundären Stoffwechselweg stellt die β-Oxidation dar. Jedoch gibt es Uneinigkeiten darüber, 

ob dieser signifikant ist [73]. Weniger als 5 % der eingenommenen GHB Dosis wird 

unverändert über den Urin ausgeschieden [54,74,75].  

Während des Phase II Metabolismus der Biotransformation wird GHB in zwei weitere 

Metabolite konjugiert. Im Jahr 2013 wurde der Metabolit GHB-β-O-glucuronide (GHB-Gluc) 

von Petersen et al. [76] in Urinproben beschrieben. Wang et al. [77] bestätigten das 

Vorkommen des Glucuronid-Konjugats in Haaren.  

Hanisch et al. [78] erbrachten den qualitativen Nachweis von GHB-4-Sulfat (GHB-

Sulf) im Urin. Ähnlich wie die Konjugation von Ethanol zu den Alkoholmarkern 

Ethylglucuronid und Ethylsulfat, die zum Nachweis des Alkoholkonsums dienen, könnte auch 

GHB mit Hilfe der Enzyme UDP-Glucuronosyltransferase und Sulfotransferase jeweils 

glucuronidiert bzw. sulfatiert werden [79,80]. Welche Enzyme an diesem Prozess genau 

beteiligt sind, ist bisher noch nicht bekannt. Die Strukturformeln der Konjugate sind in 

Abbildung 3 dargestellt.  

 

Abbildung 3 Stoffwechselprodukte von Gamma-Hydroxybuttersäure: (A) GHB-β-O-Glucuronid und (B) GHB-4-Sulfat 
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1.6 Forensische Relevanz 
GHB wird nicht nur medizinisch angewendet sondern auch als Freizeitdroge konsumiert und 

als k.o.-Mittel bei drug facilitated crimes (DFCs) verabreicht. Handelt es sich um eine Gabe zur 

Begehung eines Sexualdelikts, benennt man das Verbrechen als drug facilitated sexual assault 

(DFSA) und das verwendete Mittel als eine date-rape drug (k.o.-Mittel). Neben GHB gibt es noch 

einige andere Substanzen, die als k.o.-Mittel eingesetzt werden, wie Alkohol oder 

Benzodiazepine (Flunitrazepam, Rohypnol®).  

In Deutschland ist GHB seit dem 1 März 2002 der dritten Anlage des 

Betäubungsmittelgesetztes (BtMG) unterstellt. Der Besitz von GHB oder der Handel ohne 

Befugnis ist somit eine Straftat. Als Fertigarzneimittel Xyrem® (Natriumsalz des GHB) ist es 

unter Vorlage eines Betäubungsmittelrezeptes in Apotheken erhältlich und somit verkehrs- 

und verschreibungsfähig. Eine Ausnahme stellen Injektionslösungen wie das Arzneimittel 

Somsanit® dar, welches der einfachen Verschreibungspflicht unterliegt [20]. In den USA ist 

GHB bereits seit März 2000 dem Suchtmittelgesetz unterstellt und unterliegt dort der 

strengsten Kategorisierung (Schedule I) [81,82]. 

Eine legale Alternative mit gleichem Wirkspektrum wie GHB ist die Substanz 

1,4-Butandiol. Es wird mit Hilfe die Alkoholdehydrogenase und Aldehyddehydrogenase zu 

GHB oxidiert [83,84]. Eine Aufnahme von 1,4-Butandiol ins Arzneimittelgesetz (AMG) bzw. 

BtMG ist aufgrund der verbreiteten Anwendung als Lösungsmittel und der damit 

verbundenen Konsequenzen für die chemische Industrie bisher noch nicht erfolgt. Seit 2002 

besteht jedoch ein freiwilliges Monitoring-System des Bundeskriminalamtes [59]. Ein weiteres 

Prodrug ist das Lacton von GHB: Gammabutyrolacton (GBL). Es wird mit Hilfe einer 

endogenen Lactonase im Blut zu GHB decyclisiert [85] und stellte bisher auch eine legale 

Alternative zu GHB da. Seit dem Urteil vom 08.12.2009 (Landgericht Nürnberg/Fürth) des 

Bundesgerichtshofs (1 StR 277/09) ist der Handel mit GBL jedoch nicht mehr straffrei. Es 

wurde als „bedenkliches Arzneimittel“ eingestuft und unterliegt somit § 95 Abs. 1 Nr.1 des 

AMG [86]. Die chemische Industrie hat sich angesichts der Missbrauchsgefährdung für eine 

freiwillige Selbstkontrolle (Monitoring) entschieden [87]. Aufgrund der Umsetzung beider 

Prodrugs zu GHB im Körper, zeigen diese ähnliche Wirkung und Nebenwirkungen. Als 

unsachgemäße Nutzung von k.o.-Mitteln ist GHB und auch dessen Prodrugs GBL und 1,4-

Butandiol strafbar bzw. können das Strafmaß erhöhen. 
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Aus forensischer Sicht ist die Erbringung von Beweismitteln zur Aufklärung eines 

DFSA, in dem GHB verabreicht wurde, sehr schwierig, da die Opfer zum Teil 

Gedächtnislücken aufweisen. Dies bezeichnet man als GHB induzierte anterograde 

Amnesie [88]. Außerdem stellt der Nachweis einer GHB-Aufnahme aufgrund des kurzen 

Nachweisfensters eine chemisch-toxikologische Herausforderung dar. Des Weiteren handelt 

es sich bei GHB um eine körpereigene Substanz, die in vielen biologischen Matrices in 

endogenen Bereichen nachgewiesen werden kann, wie zum Beispiel auch in Muttermilch [89–

92]. Ein weiteres Problem sind hohe inter-und intra-individuellen Schwankungen der 

endogenen GHB-Konzentrationen innerhalb der Bevölkerung [93]. Daher ist es schwer, einen 

allgemeinen Grenzwert (sogenannten cut-off-Wert) in niedrigen Konzentrationsbereichen 

festzulegen, der eine exogene GHB-Gabe von endogenem Vorkommen unterscheidet.  

1.6.1 Endogene Konzentrationen  
Zur Festlegung eines geeigneten Grenzwerts zur Unterscheidung endogen/exogen wurden die 

endogenen Konzentrationsbereiche von GHB in Blut und Urinproben von lebenden 

Individuen untersucht. Die erste Studie zur Untersuchung des endogenen 

Konzentrationsbereiches von GHB führte A. Elian an der Universität von Massachusetts 

(USA) durch. Er bestimmte die endogenen GHB-Konzentrationen von 240 Blut- 

(0,17-1,15 mg/L) und 670 Urinproben (0,34-5,75 mg/L) und legte die ersten Grenzwerte zum 

Nachweis einer exogenen GHB-Einnahme in Serum (5 mg/L) und Urin (10 mg/L) fest [94]. 

Andresen et al. untersuchte die endogenen GHB Konzentration von jeweils 50 Serum- und 

Urinproben. Im Serum bewegten sich die GHB-Konzentrationen im Bereich von 0,62-

3,2 mg/L. Im Urin lagen die Werte der GHB-Konzentrationen zwischen 0,64-4,2 mg/L [91]. 

Ebenso zeigten Erdmann et al., dass GHB-Konzentrationen von lebenden Individuen in 

einem Bereich von 0,11-1,56 mg/L liegen [95]. Elliot et al. analysierten 119 Urinprobe und 

erhielten Konzentrationen der endogenen Substanz bis max. 3 mg/L [74]. Aufgrund dieser 

Untersuchungen werden aktuell cut-off-Werte von 4 mg/L im Serum und von 6 mg/L im 

Urin von lebenden Individuen empfohlen [91]. In Tabelle 1 sind beschriebene endogene 

Konzentrationsbereiche von GHB in den Matrices Plasma, Blut und Urin aufgelistet.  
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Tabelle 1 endogene Konzentrationsbereiche von  GHB in biologischen Matrices von lebenden Individuen  

Biologische Matrix Anzahl 

Studienteilnehmer 

(n) 

Konzentrationsbereich  Literatur 

Plasma 50 0,62-3,2 mg/L [91] 

Blut 50 0,11-1,56 mg/L [95] 

Blut 240 0,17-1,51 mg/L [94] 

Urin 50 0,64-4,2 mg/L [91] 

Urin 74 0,09-1,8 mg/L [96] 

Urin 119 max. 3 mg/L [74] 

Urin 670 0,34-5,75 mg/L [94] 

Urin 1126 <LOD-5,5 mg/L [97] 

 

1.6.2 Interaktionen und Stabilität von GHB in Blut- und Urinproben 

Jedoch sollte bei der Interpretation von GHB Konzentrationen in antemortem Proben auch 

die gleichzeitige Einnahme von Arzneimitteln berücksichtigt werden. So führt die Einnahme 

von Valproat zu einer Hemmung des Enzyms GHB-Dehydrogenase, welches GHB in 

Succinat-Semialdehyd (SSA) oxidiert (Abbildung 1). Dies kann zu erhöhten Konzentrationen 

in Blut- und Urinproben führen [91,98,99].  

Ein weiterer wichtiger Punkt, der bei der Interpretation von GHB-Konzentrationen in 

biologischen Matrices beachtet werden muss, ist die Stabilität der Substanz. Zeigt sich eine 

Substanz wenig stabil, so werden bestimmte Lagerungsbedingungen oder die Zugabe von 

Stabilisatoren empfohlen. Dazu gehören zum Beispiel Natriumfluorid (NaF), welches den 

Abbau durch Enzyme im biologischen Material hemmt, oder Ascorbinsäure, welches als 

Antioxidans fungiert. Mit NaF stabilisierte Realproben (Vollblut; n= 27) von lebenden 

Individuen wurden in einer Studie bei -20 °C gelagert und nach einem bestimmten Zeitraum 

erneut vermessen. Eine Langzeitstabilität von GHB konnte bis zu 7 Jahre bestätigt werden. 
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Die Abweichungen von den ursprünglichen Werten lagen im Bereich von -32,4 bis 21,0 % 

[100]. Eine gute Stabilität konnte für GHB auch in Plasmaproben demonstriert werden. Die 

Proben wurden über einen Zeitraum von 9 Monaten bei  -20 °C gelagert und monatlich 

vermessen (Anzahl der Proben pro Messpunkt n=3). Zusätzlich wurde die Stabilität dieser 

Proben bei Raumtemperatur bis zu 48 h bestätigt (Abweichung vom ursprünglichen Wert 

<11 %). Einfrier-Auftau-Zyklen zeigten ebenfalls keinen Einfluss auf die Konzentration von 

GHB in den untersuchten Plasmaproben (Abweichung vom ursprünglichen Wert <10 %) 

[101]. Aufgrund der Ergebnisse der Stabilitätsstudie von Busardo et al. wird empfohlen, Blut- 

und Urinproben, die auf GHB untersucht werden sollen, bei -20 °C zu lagern und die Analyse 

innerhalb von 3 Tagen nach Eingang durchzuführen [102]. Informationen sind in Tabelle 2 

zusammengefasst.  

Tabelle 2 Untersuchungen zur Stabilität von GHB in Proben von lebenden Personen  

Dauer der 

Untersuchung 

Stabilität Temperatur  Stabilisator Biologische Matrix Literatur 

48 h 48 h RT - Plasma [101] 

9 Monate 9 Monate -20 °C - Plasma [101] 

Bis zu 5,7 Jahre 
Bis zu 

5,7 Jahre 
-20 °C NaF Vollblut [100] 

4 Wochen 4 Wochen -20 °C - Blut und Urin [102] 

h Stunden; NaF Natriumfluorid; RT Raumtemperatur 

1.6.3 Konzentrationen post mortem 
GHB wird in postmortalen Proben bestimmt, wenn der Verdacht einer GHB-Einnahme vor 

dem Tode besteht. Folgende Studien untersuchten die Konzentrationen von GHB nach dem 

Todeseintritt. Andresen et al. zeigten endogene Konzentrationsbereiche von GHB in 

Femoralvenenblut (n=61; <0.6-28,7 mg/L), Herzblut (n=56, <0,6 65,3 mg/L), 

Glaskörperflüssigkeit (n=54, <0,6 39,0 mg/L), Cerebrospinalflüssigkeit (n=52, 

<0,6-24,0 mg/L) und Urin (n=56, <0,6-25,1 mg/L). Eine GHB Exposition wurde bei allen 

biologischen Proben ausgeschlossen [90]. Ähnliche GHB Konzentrationen (n=189) 

bestimmten auch Thomsen et al. in Femoralvenenblut (4,8–45,4 mg/L) und Gehirngewebe 
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(nicht detektiert-9,8 mg/kg). Sie empfahlen einen cut-off-Wert von 10 mg/kg für GHB in 

Hirngewebe [103].  

Zusammenfassend wird bei postmortalem Femoralvenenblut-, Urin- und 

Cerebrospinalflüssigkeit ein cut-off-Wert von 30 mg/L empfohlen, wenn die Proben kurz 

nach der Obduktion auf GHB analysiert oder direkt bei -20 °C gelagert wurden [90]. Für 

Hirngewebe wird ein cut-off-Wert von 10 mg/kg empfohlen [103]. Kintz et al. 

schlagen - unter Berücksichtigung der GHB-Konzentrationen in anderen biologischen 

Matrices - einen cut-off-Wert von 50 mg/L vor, wenn es sich um eine Analyse in 

postmortalem Herzblut oder Glaskörperflüssigkeit handelt [104]. Die aktuell empfohlenen 

cut-off-Werte sind in Tabelle 3 aufgelistet.  

Tabelle 3 Empfohlene cut-off-Werte für GHB in postmortalen biologischen Matrices 

Biologische Matrix cut-off-Wert  Literatur 

Femoralvenenblut  30 mg/L* [90] 

Herzblut 50 mg/L [104] 

Cerebrospinalflüssigkeit 30 mg/L* [90] 

Hirngewebe 10 mg/kg [103] 

Glaskörperflüssigkeit 50 mg/L [104] 

Urin 30 mg/L* [90] 

* Die empfohlenen cut-off-Werte gelten nur, wenn die Proben direkt nach der Obduktion analysiert wurden oder 
direkt bei -20 °C gelagert wurden.  
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1.6.4 Stabilität in postmortalen Proben 

Im Allgemeinen konnte kein Zusammenhang zwischen Todesursache und GHB 

Konzentrationen festgestellt werden [105]. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass je größer 

der Abstand zwischen Todeszeitpunkt und Obduktion (Postmortem-Intervall) ist, desto höher 

die aufgefundenen GHB Konzentration in postmortalen Blut- und Urinproben sind. Der 

Einfluss des PMI ist dennoch nicht signifikant [106]. 

Fortgeschrittene Fäulnis und Probenlagerung müssen berücksichtig werden, wenn 

GHB-Konzentrationen in postmortalem biologischem Material bestimmt werden sollen. 

Diese Faktoren können die Ursache dafür sein, dass GHB-Konzentrationen in postmortalen 

Proben erhöht sind, besonders, wenn die Proben ohne die Zugabe des Stabilisators 

Natriumfluorid gelagert wurden [107,108]. Berankova et al. untersuchten die GHB-Produktion 

sowohl in Proben von lebenden Individuen als auch in postmortalen Serum- und Urinproben. 

Über einen Zeitraum von 8 Monaten wurden die Proben bei -20 °C oder bei 4 °C mit und 

ohne Stabilisator NaF gelagert. Es konnte gezeigt werden, dass die GHB-Konzentrationen in 

Serumproben von lebenden Individuen nicht den endogenen Wert von < 3 mg/L 

überschritten. Keine wesentlichen GHB-Konzentrationen wurden über diese Zeit der 

Lagerung in den Proben gebildet [107]. Die Untersuchungen in postmortalen Proben zeigten, 

dass Urinproben weniger empfindlich bzgl. der GHB-Produktion gegenüber den 

Femoralvenenblutproben sind. In gekühlten Blutproben, besonders ohne Zusatz des 

Stabilisator NaF, konnte zunächst ein Anstieg der GHB-Konzentration beobachtet werden, 

bis zu dem Zeitpunkt, an dem die Degradation von GHB überwog. Diese Beobachtungen 

untermauern die Vorstellung, dass der Anstieg der GHB-Konzentration in postmortalen 

Proben einer mikrobiellen Produktion zugrunde liegt [107]. 

1.6.5 Mögliche Einflüsse auf postmortale GHB-Konzentrationen 
Zahlreiche Gründe für den Konzentrationsanstieg von GHB in postmortalem biologischem 

Material wurden schon diskutiert. Moriya und Hashimoto [109] lagerten Blutproben von 43 

Obduktionen, bei denen eine GHB-Exposition ausgeschlossen werden konnte, mit und ohne 

Zugabe eines Stabilisators bei unterschiedlichen Lagerungstemperaturen (4°C und -20 °C) und 

fanden heraus, dass eine große Menge an endogenem GHB im Körper eher zwischen 

Todeszeitpunkt und Obduktion als während der Probenlagerung gebildet wurde. Nach einem 

weiteren Experiment wurde angenommen, dass eine bakterielle Glykolyse die endogene 

Produktion von GHB erhöhen könnte. Snead et al. zeigten, dass im Gehirn von Ratten eine 
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Erhöhung von GHB durch die enzymatische Produktion des Neurotransmitter GABA aus 

dem biogenem Amin Putrescin entstehen kann, welches eine wichtige Rolle in der Regulation 

von Zellteilung, -differenzierung und -reifung im menschlichen Körper hat [110,111]. Als eine 

weitere mögliche Quelle für erhöhte postmortale GHB-Konzentrationen zeigte sich die 

endogene Substanz 1,4-Butandiol im Rattenhirn [111]. Erhöhte GHB-Konzentrationen 

können auch durch eine erniedrigte Aktivität des Zitronensäurezyklus entstehen [112]. Roth et 

al. äußerten die Hypothese, dass die Synthese von neuem GHB in Sauerstoff-freiem Gewebe 

entsteht [113]. Eine weitere Möglichkeit für den Anstieg der GHB-Konzentrationen nach dem 

Todeszeitpunkt könnte die Hydrolyse der GHB-Konjugate und die daraus resultierende 

Freisetzung von GHB sein.  

1.6.6 Lagerung von postmortalen Proben 
Über die Stabilität von GHB in postmortalen Proben gibt es zahlreiche Studien. Marinetti et 

al. zeigten in einer wiederholten Analyse von Blut- und Urinproben eines GHB positiven 

Falls, dass nach einer Lagerung von insgesamt 30 Monaten, (Lagerung: 2 Monate bei 4 °C, 

28 Monate bei -15 °C) die GHB-Konzentrationen stabil blieben, sobald die Probe in einem 

Kühlschrank gelagert wurden [114]. Fjeld et al. bestimmten die GHB-Konzentrationen in 

Proben aus Femoralvenenblut mit Zugabe von NaF, welche 7 Jahre lang bei -20 °C gelagert 

wurden. Hierbei wichen die GHB-Konzentration bis max. ± 40 % vom ursprünglichen Wert 

ab und waren insgesamt unter diesen Bedingungen sehr stabil [100]. Busardo et al. bestätigten 

diese Beobachtungen über die GHB-Konzentrationen in Blut- und Urinproben ohne 

Stabilisator über einen Zeitraum von 4 Wochen unter unterschiedlichen 

Lagerungsbedingungen (Raumtemperatur, 4 °C,-20 °C) [102]. Keine signifikante Unterschiede 

zeigte auch GHB in Femoralvenenblut- und Herzblutproben bei einer Lagerungstemperatur 

von -20 °C über 24 Monate [90]. Die Stabilität für GHB in postmortalen Proben ist in Tabelle 

4 zusammengefasst. 
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Tabelle 4 Stabilität für GHB in postmortalen Proben 

Untersuchungs-

zeitraum 

Stabilität Temperatur Stabilisator Biologische Matrix Literatur 

24 M 24 M -20 °C - Femoralvenenblut 

und Herzblut 

[90][102] 

30 M 30 M 4°C (2 M) 

und -15°C 

(28 M) 

- Blut und Urin [114] 

Bis zu 7 J  Bis zu 7 J  -20 °C NaF Femoralvenenblut [100] 

4 Wochen 4 Wochen -20 °C - Blut und Urin [102] 

M Monate; J Jahre; NaF Natriumfluorid 

1.6.7 Chemische Stabilität  
Ein weiterer Punkt, der bei der Analyse von GHB beachtet werden sollte, ist die Abhängigkeit 

der Stabilität der Substanz vom pH-Wert der Probe. Bei pH-Werten < 4,72 entsteht in einer 

Veresterungsreaktion mit Ringbildung aus der Carboxylsäure GHB unter Wasserabspaltung 

das Lacton GBL. Da im Blut normalerweise ein physiologischer pH-Wert im Bereich 

zwischen 7,36-7,44 herrscht und zudem eine endogene Lactonase diese Bindungen im Blut 

spaltet, liegt in dieser biologischem Matrix hauptsächlich die Säure vor [85,115]. Im 

Mageninhalt und auch in manchen Urinproben ist der pH-Wert niedriger als 4,72. Hier 

entsteht aus GHB durch Dehydratation das Lakton GBL [98]. Daher sollte auch bei der 

Extraktion und dem finalen Extrakt während der forensischen Analyse von GHB auf den pH-

Wert geachtet werden, da das bei niedrigem pH-Wert gebildete GBL das Analyseergebnis der 

eigentlichen GHB-Konzentration verfälschen könnte. Um dies zu verhindern, können 

biologische Proben mit einem pH-Wert < 4,75 für 30 min auf pH 14 alkalisiert werden, so 

dass das gebildete GBL in GHB umgewandelt werden kann [114].  

Wird GBL anstelle von GHB in alkoholische Getränke gemischt, so kann es zur 

Ringöffnung und somit zur Umwandlung zu GHB kommen. Dies ist abhängig vom pH-Wert 

des Getränks. Außerdem kann durch den vorliegenden Alkohol eine Umesterung von GBL zu 

den Methyl- und Ethylestern des GHB stattfinden. Dies ist ebenfalls abhängig vom pH-Wert 
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und zusätzlich von der Art des vorliegenden Alkohols. Hennessy et al. beobachteten die 

optimalsten Bedingungen für eine Umesterung von GBL zum GHB-Methyl- bzw. GHB-

Ethylester ab einem pH-Wert <3 mit einem Alkoholgehalt ab 9 %. In Weinen, die aufgrund 

des Herstellungsverfahrens natürliches GBL beinhalten, konnte keine Umesterung beobachtet 

werden. Heiße Getränke wie Tee oder Kaffee zeigten keine Umwandlung von GHB zu GBL 

oder umgekehrt. Die Untersuchungen zeigten jedoch auch, dass die Umwandlung zumindest 

in Getränken sehr langsam stattfindet (höchster Wert an gebildetem GHB (30% aus GBL) 

nach 30 Tagen Lagerung in Bacardi- oder Vodka-Cola) [116]. 

1.7 GHB in Haaren  
Wenn aufgrund einer verspäteten Strafanzeige die Analyse in gewöhnlich untersuchten 

biologischen Proben wie Blut und Urin keine Aussicht mehr auf einen positiven Nachweis 

verspricht, stellt die Analyse einer Haarprobe eine nützliche Alternative dar. Haarproben 

können keine Aussage darüber treffen, ob ein Individuum zur Tatzeit unter dem Einfluss 

stand, jedoch können sie qualitativ eine Substanzaufnahme nachweisen. Durch die 

Blutzirkulation und Blutversorgung der Haarwurzel mit wichtigen Nährstoffen, können 

eingenommenen Xenobiotika in das Haar eingelagert werden (siehe Abbildung 4). Hierbei 

spricht man von Inkorporation. Das monatliche Haarwachstum beträgt ungefähr 0,7-1,4 cm. 

So kann in einem Haarsegment von ca. 1 cm, der Konsum von einem Monat untersucht 

werden. Um den Haarabschnitt zur Tatzeit zu erfassen, muss das drogenhaltige Segment aus 

der Kopfhaut austreten. Dies geschieht erst 7-14 Tage nach dem Konsum [117]. 

 

Abbildung 4 Anatomie des Haares; Versorgung des Haares durch arteriellen Zugang [186]  
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Erste Ergebnisse zu GHB Konzentrationen in Haaren veröffentlichen Ferrara et al. im 

Jahre 1995. Sie untersuchten die Haare von insgesamt 30 weiblichen und männlichen 

Kaukasiern [118]. Die mittlere Konzentration von endogenem GHB im Haar betrug 

0,53±0,2 ng/mg und zeigte keine Unterschiede bezüglich Geschlecht und Haarfarbe. Kintz et 

al. untersuchten im Zusammenhang mit einem forensischen Fall die Haare von 24 

Freiwilligen, die kein GHB eingenommen hatten. Es zeigte sich, dass die individuellen 

Konzentrationen innerhalb dieses Kollektivs sehr streuten 0,5-12 ng/mg [119]. Die 

individuellen GHB Konzentrationen entlang des Haarstrangs zeigten sich im Gegensatz zu 

denen des Kollektivs als sehr konstant. In einer anderen Publikation von Goulle et al. [120] 

wurden die Haarproben von 61 Testpersonen untersucht. Sie bestimmten die endogenen 

Konzentrationen (GHB: 0,35-1,54 ng/mg) und bestätigten ebenfalls, dass die GHB 

Konzentrationen in Haaren von der Haarfarbe unabhängig sind. Vaiano et al. [121] 

demonstrierten anhand eines Probenkollektivs von 150 weiblichen (n=75) und männlichen 

Testpersonen (n=75) (GHB: 0.28-2.84 ng/mg), dass die GHB Konzentrationen in Haaren 

von weiblichen Individuen signifikant geringer sind als die von männlichen, besonders wenn 

diese unter 30 Jahre alt sind. Dies könnte daran liegen, dass sich junge Frauen häufiger die 

Haare färben. Haarbehandlung wie Bleichen können die Substanzkonzentrationen im Haar 

verändern [122].  

In der Haaranalytik spielen auch die Metabolite eine Rolle, für weitere forensisch 

relevante Substanzen werden normalerweise eher die lipophileren Muttersubstanzen im Haar 

eingelagert [123]. Wang et al. untersuchten sowohl die endogenen Konzentrationen von GHB 

und dessen Metaboliten GHB-Gluc in Haaren, als auch die Konzentrationen dieser Analyten 

in Haarproben von GHB-abhängigen Personen [77]. Die endogenen Konzentrationen von 

GHB-Gluc lagen in einem Bereich von 1,7-3,4 ng/mg. Über die Konzentrationsbereiche von 

GHB und GHB-Gluc in Haarproben von Patienten die an Narkolepsie erkrankt sind, 

berichtete Busardo et al. [124]. 

Sowohl Busardo et al. als auch Kintz et al. zeigten, dass schon eine einmalige GHB-

Aufnahme im Haar nachgewiesen werden kann [119,125]. Dennoch wird empfohlen 

Haaranalysen vor Gericht nur als einen ergänzenden Beweis zu bewerten, weil GHB als 

endogene Substanz im Haar immer nachgewiesen wird und aufgrund des endogenen breiten 

Konzentrationsbereichs kein eindeutiger cut-off-Wert in Haaren festgelegt werden kann.  
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Derzeit gibt es drei Ansätze um eine mögliche GHB-Aufnahme im Haar zu 

identifizieren. Auf die Richtlinien des United Nations Office of Drugs and Crime (UNODC), dem 

Ansatz nach Bertol et al. und der Hypothese von Kintz wird im Laufe dieser Arbeit noch 

näher eingegangen [126–128].  

1.8 Fallberichte  
Caldicott et al. beschreiben einige Fallberichte mit insgesamt acht tödlichen Intoxikationen, 

die auf eine GHB-Einnahme zurückzuführen sind. Die Konzentrationen von GHB wurden in 

diesen Fällen bestimmt und lagen im Bereich von 77 bis 370 mg/L in postmortalen 

Blutproben [129]. Eine andere tödliche GHB-Intoxikation nach einer einzelnen Exposition 

wurde von Kintz et al. berichtet. In dem beschriebenen Fall wurde ein Mann Tod in der 

Wohnung liegend aufgefunden. Pharmakologische Effekte wurden nicht beschrieben, jedoch 

wurden ungewöhnlich hohe GHB-Konzentrationen in den asservierten Proben gefunden 

[130]. Eine weitere Fallserie von 226 GHB assoziierten Todesfällen wurde in den Vereinigten 

Staaten von Amerika recherchiert. In 78 Fällen konnte GHB in Konzentration von 18-

4400 mg/L in postmortalen Blutproben von Leichen bestimmt werden, bei denen eine Ko-

Intoxikation mit anderen Drogen ausgeschlossen werden konnte [42].  

1.9 Analytik 
Eine häufig angewendete Methodik zum Nachweis von GHB stellt die Analyse mittels 

Kopplung von Chromatographie und Massenspektrometrie dar. Analytische Methoden zur 

Analyse von GHB mittels Flüssigkeitschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie (LC-

MS/MS) und Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) wurden in der Literatur 

beschrieben [96,131–133].  

Als Probenaufarbeitung wurde für GHB häufig eine Fällung mit Acetonitril oder 

Methanol in Serumproben angewendet [133,134]. Im Urin wurde die „Dilute and Shoot“-

Methode für GHB beschrieben [133]. Aufarbeitungen wie Festphasenextraktion [135] und 

Flüssig-Flüssig-Extraktion [136] sind häufig zeit- und kostenintensiver und konnten ebenfalls 

in der Literatur gefunden werden.   

Die chromatographische Trennung erfolgt allgemein durch die Interaktion des 

Analyten mit der stationären Phase und der mobilen Phase [137]. Dies wurde für GHB häufig 

mit Hilfe eines sogenannten Reversed-Phase- (RP- oder Umkehr-) Mechanismus erzielt 

[133,136,138]. Im Gegensatz zum Normal-Phasen- (NP-) Mechanismus, trennt die RP-
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Chromatographie die Analyten mittels einer hydrophoben stationären Phase auf. Eine 

besondere Form der Normal-Phase, ist die hydrophile Interaktionschromatographie (HILIC: 

hydrophilic interaction liquid chromatography), welche auch zur Analyse von GHB eingesetzt wurde 

[70,139].  

Probleme, die bei der Methodenentwicklung und Validierung auftreten können, sind 

u. a. gleichzeitig eluierende Matrixkomponenten, die das Signal von GHB bei der Detektion 

vermindern oder verstärken. Diese unerwünschten Matrixeffekte können durch den Zusatz 

eines deuterierten internen Standards der untersuchten Substanz minimiert werden. Des 

Weiteren kann eine aufwendige Probenaufarbeitung die Anzahl der Fremdbestandteile in der 

analysierten Probe verringern. Dadurch kann jedoch auch die Extraktionsausbeute minimiert 

werden, was wiederum zu hohen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen und einem Verlust an 

Sensitivität führen kann. Des Weiteren kann die Selektivität der gewählten Massenübergänge 

nicht ausreichend überprüft werden, da GHB als körpereigene Substanz in allen biologischen 

Matrices vorhanden ist. Eine Trennung von Substanzen mit identischen Massen bzw. 

Fragmenten ist nur chromatographisch möglich.   

Ein Beispiel hierfür ist die Trennung der physiologisch vorkommenden GHB-Isomere 

AHB (α-Hydroxybuttersäure) und BHB (β-Hydroxybuttersäure). Signalstörungen oder eine 

fehlerhafte Quantifizierung können die Folgen sein, wenn die analytische Unterscheidung der 

Isomere von GHB nicht gewährleistet ist. Die chromatographische Trennung sollte vor allem 

bei der Analyse via LC-MS/MS überprüft werden, da bei einer Quantifizierung mittels GC-

MS die Isomere anhand ihrer unterschiedlichen Siedetemperaturen klar getrennt werden 

können (AHB: 260 °C; BHB: 118-120 °C; GHB: 178-180 °C). Eine massenspektrometrische 

Unterscheidung der Isomere ist aufgrund der gleichen Muttermasse und der unzureichenden 

Fragmentierung besonders schwierig. Durch die Bildung eines Addukts mit anschließender 

MS3-Detektion konnte GHB mit höherer Intensität und Spezifität detektiert werden [140].  
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2 Zielsetzung der Dissertation 

Gamma-Hydroxybuttersäure fungiert im menschlichen Gehirn als Neurotransmitter und wird 

auch als Arzneimittel zur Therapie der Schlafkrankheit Narkolepsie eingesetzt. Neben der 

klinischen Anwendung wird die Substanz auch als Freizeitdroge konsumiert oder von Tätern 

bei dem Begehen von Verbrechen an Opfer verabreicht, um diese widerstandsunfähig zu 

machen. Auf Grund des endogenem Vorkommens und des engen Nachweisfensters von 

GHB in Blut und Urin ist der Nachweis eines Konsums zeitlich begrenzt, was für die 

Beweiserbringung eine Herausforderung darstellt.  

Das Ziel dieser Dissertation ist es, neue potentielle Ansätze für den Nachweis einer 

Gamma-Hydroxybuttersäure-Gabe zu finden und dadurch das Nachweisfenster zu erweitern. 

Hierfür wurde eine Studie mit Narkolepsie-Patienten durchgeführt, die therapeutisch entweder 

das Arzneimittel Xyrem® oder Somsanit® einnehmen, deren Wirkstoff das Salz der Gamma-

Hydroxybuttersäure ist. Blut-, Urin- und Haarproben dieser Patienten wurden vor und nach 

GHB-Einnahme nach einem bestimmten Zeitplan gesammelt und untersucht. Diese 

Ergebnisse wurden mit den Werten von Freiwilligen verglichen, die noch nie GHB 

eingenommen haben. Als neue Lösungsansätze für die Verlängerung der Nachweisbarkeit von 

GHB wurden sowohl chemisch-toxikologische als auch genetisch-molekularbiologischer 

Methoden getestet.  

Zu Beginn wird das Tötungsdelikt eines sechsjährigen Mädchens vorgestellt, welches mit 

GHB betäubt und anschließend sexuell missbraucht wurde, um so die forensische Relevanz 

dieses Themas darzustellen. Des Weiteren sollen die Konzentrationen von GHB und GHB-

Glucuronid in Haaren von chronischen Narkolepsie-Patienten und einem Therapieeinsteiger 

verglichen werden. Anschließend wird die Entwicklung und Validierung einer geeigneten 

Methode beschrieben, welche die GHB-Stoffwechselprodukte GHB-Gluc und GHB-Sulf im 

Plasma und Urin bestimmen soll. Anhand der Methoden soll auch die Stabilität der Metabolite 

überprüft werden. Es folgt die Untersuchung der Pharmakokinetik von GHB und dessen 

Stoffwechselprodukte GHB-Gluc und GHB-Sulf nach GHB-Gabe in Blut und Urinproben 

der Narkolepsie-Patienten. Die gemessenen Konzentrationen werden anschließend mit dem 

Kontrollkollektiv ohne GHB Exposition verglichen. Anschließend wird auf dem Gebiet der 

Metabolomik eine geeignete Normalisierungsstrategie für die Bestimmung eines individuellen 

Grenzwerts im Urin dargestellt. Abschließend soll auf genetisch-molekularbiologischer Ebene 
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untersucht werden, ob die GHB-Einnahme Einfluss auf die Genexpressionen von Genen hat, 

welche entweder direkt in den Stoffwechselweg von GHB involviert sind oder bereits eine 

Veränderung der Genexpression nach GHB-Gabe gezeigt haben.  
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3 Drogenassoziierte Sexualstraftat mit tödlichem 

Ausgang: GHB-Intoxikation bei einem sechs Jahre 

alten Mädchen  

3.1 Einleitung 
K.o.-Mittel sind in der Regel zentral wirksame Substanzen, die narkotisierend wirken. Häufig 

werden diese therapeutisch als Schlaf- oder Beruhigungsmittel eingesetzt. Im Zusammenhang 

mit Sexualstraftaten, aber auch Eigentumsdelikten wie z. B. Raubüberfällen, werden solche 

Substanzen verabreicht, um die Opfer zu betäuben oder sie gefügiger zu machen. Handelt es 

sich um eine drogenassoziierte Straftat mit sexuellem Übergriff spricht man von „drug facilitated 

sexual assault“ (DFSA). Hierbei werden den Opfern die Substanzen unbemerkt in ein Getränk 

oder unter die Nahrung gemischt. Der Täter kann eine dem Opfer völlig unbekannte Person 

sein. Häufig handelt es sich jedoch um einen Bekannten, einen Freund, einen ehemaligen oder 

aktuellen Partner oder sogar ein Familienmitglied [141].  

GHB kann aufgrund seiner pharmakologischen Wirkung als ein solches k.o.-Mittel 

eingesetzt werden und wird laut Studie eher selten nachgewiesen [25]. Die Dunkelziffer 

könnte jedoch weitaus größer sein, da aus forensischer Sicht die Erbringung von 

Beweismitteln zur Aufklärung eines DFSA, in dem GHB verabreicht wurde, sehr schwierig ist. 

Aufgrund einer GHB induzierten anterograden Amnesie weisen die Opfer Gedächtnislücken 

auf und können sich somit an die Tat kaum erinnern [88]. Zusätzlich stellt der Nachweis einer 

GHB-Aufnahme aufgrund des kurzen Nachweisfensters eine chemisch-toxikologische 

Herausforderung dar [22,63].  

Besonders schwierig ist es, eine GHB-Gabe nachzuweisen, wenn es in Folge einer 

GHB-Intoxikation zum Tod gekommen ist. Zum einen, weil es sich bei GHB um eine 

körpereigene Substanz mit einem individuellen endogenen Konzentrationsbereich handelt und 

zum anderen, weil die GHB-Konzentrationen nach dem Todeszeitpunkt im Blut und Urin 

weiter ansteigen können [94,107,108]. Tödliche Intoxikationen, die auf eine GHB-Einnahme 

zurückzuführen sind, weisen Konzentrationen im Bereich von 77-370 mg/L bzw. 

18-4400 mg/l in postmortalen venösem Blut auf [42,129]. Aktuelle Grenzwerte für GHB, die 

bei der Interpretation von Todesfällen nach GHB-Einnahme helfen sollen, sind u. a. 50 mg/L 
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in Herzblut, 50 mg/L in Glaskörperflüssigkeit, 30 mg/L in Femoralvenenblut und/ oder Urin 

sowie 10 mg/kg in Hirngewebe [90,103,104].  

Problematisch ist auch die häufig fehlende medizinische Fachkenntnis der Täter, da 

Überdosierungen von GHB vor allem in Kombination mit weiteren atemdepressiv wirksamen 

Substanzen, allen voran Ethanol, zu einer Atemdepression bis hin zum Tode führen können.  

Im Folgenden wurde ein Fall untersucht, in dem GHB vorsätzlich an ein 6-jähriges 

Mädchen verabreicht wurde, um dies zu betäuben und im Anschluss sexuell zu missbrauchen. 

Postmortale Proben wurden mittels LC-MS/MS-Methode analysiert und die GHB-

Konzentrationen in Hirn-, Leber- und Nierengewebe sowie in Herzblut und 

Glasköperflüssigkeit bestimmt. Femoralvenenblut und Urin stand nicht zur Verfügung. 

Anschließend wurden die Befunde zusammen mit den Obduktionsbefunden und der 

Aktenlage zur Festlegung der Todesursache interpretiert. Der vorliegende Fall wurde als Case 

Report mit dem Titel “Drug facilitated sexual assault with lethal outcome: GHB intoxication in a six-year-

old girl“ im Journal Forensic Science International veröffentlicht.  
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3.2 Zusammenfassung 
In dem Case Report mit dem Titel “Drug facilitated sexual assault with lethal outcome: GHB 

intoxication in a six-year-old girl“ wurden die Befunde einer GHB-assoziierten Sexualstraftat an 

einem 6-jährigen Mädchen zusammengefasst und interpretiert. In dem vorliegenden Fall ist 

davon auszugehen, dass bezüglich des Todeseintritts eine GHB-Intoxikation im Vordergrund 

gestanden hat. Die in den Herzblut-, Glaskörperflüssigkeit- und Gehirngewebsproben 

aufgefundenen Konzentrationen liegen oberhalb der in der Literatur beschriebenen 

Grenzwerte (Gehirngewebe: 10 mg/kg; Herzblut: 50 mg/L; Glaskörperflüssigkeit: 50 mg/L) 

und sprechen somit dafür, dass das Mädchen zum Zeitpunkt des Todes unter der Einwirkung 

dieses zentral wirksamen Mittels stand. Die Aussage des Täters, dass er GHB aus GBL und 

Natriumhydroxid selbst synthetisiert und dem Mädchen sowohl in die Bolognese Sauce als 

auch in den Apfelsaft gemischt habe, komplementiert den Sachverhalt. Der Tatbestand, dass 

das Mädchen häufiger GHB verabreicht bekommen habe, konnte durch die Ergebnisse der 

Haaranalyse bestätigt werden. Es wurden Konzentrationen bis zu 40,9 ng/mg aufgefunden.  

Wie achtsam man jedoch mit der Interpretation eins Haaranalyseergebnis sein sollte, 

zeigte sich in der Bestimmung der Haarprobe der älteren Schwester. Trotz Aussage des Täters, 

auch die ältere Schwester mit GHB betäubt und anschließend missbraucht zu haben, konnten 

in den zeitlich übereinstimmenden Haarsegmenten keine über das Maß des endogenen 

Konzentrationsbereiches erhöhten GHB-Konzentrationen ermittelt werden.  

Zusammenfassend ist zu sagen, dass in dieser Publikation der Fall einer 

drogenassoziierte Sexualstraftat mit tödlicher GHB-Intoxikation bei einem 6-jährigen 

Mädchen anhand von Aktenlage, Obduktionsbefunden und chemisch-toxikologischen 

Untersuchungen rekonstruiert werden konnte. Nicht immer stehen den Ermittlern viele 

Indizien zur Verfügung, um den genauen Tathergang und die Todesursache zu ermitteln. 

Daher ist es wichtig, über solche seltenen Fälle zu berichten. Zusätzlich stellt bei mangelnder 

Kenntnis über weitere Ermittlungsergebnisse die Interpretation der chemisch-toxikologischen 

Untersuchungen eine Herausforderung dar, da es bisher keine genauen Richtlinien gibt, um 

eine GHB-Intoxikation eindeutig zu identifizieren.  

Zukünftige Untersuchungen und Studien sollten sich daher mit der Verlängerung der 

Nachweisbarkeitsdauer sowie mit der Suche nach geeigneten Markern zur Identifizierung einer 

GHB-Gabe beschäftigen. Einige neue Ansätze sind in den folgenden Kapiteln dargestellt.  
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4 Bestimmung von GHB und dessen 

Stoffwechselprodukt GHB-β-O-Glucuronid in 

Haaren von drei Narkolepsie-Patienten - Vergleich 

zwischen Einzelaufnahme und chronischer GHB 

Exposition  

4.1 Einleitung 
Um eine Substanz-Einnahme nach einem längeren Zeitraum noch nachweisen zu können, 

wird oft eine Analyse in Haaren empfohlen. Durch die arterielle Versorgung der Haarpapille 

mit Nährstoffen können körpereigene und körperfremde Substanzen in die Haarmatrix 

eingelagert werden. Dies bezeichnet man als Inkorporation. Die Haarmatrix ist somit 

inhomogen und kann je nach Abschnitt unterschiedliche Substanzen in verschiedenen 

Konzentrationen beinhalten. Je nach Länge des Haarabschnitts kann ein bestimmter Zeitraum 

untersucht werden. [117]. Für einen Nachweis nach k.o.-Mittel-Einnahme bzw. GHB-Gabe 

bietet dies die Möglichkeit, verspätet Proben abzunehmen, da sich Geschädigte nach einer 

Sexualstraftat oft spät dafür entscheiden, eine Anzeige zu erstatten.  

In Haaren finden sich endogene GHB-Konzentrationen bis zu 3 ng/mg [121]. Im 

proximalen Bereich nahe der Haarwurzel können durch die Kontamination von Schweiß auch 

höhere Konzentrationen bis zu 12 ng/mg endogen nachgewiesen werden [119]. 

Haarbehandlungen wie Färben oder Blondieren können die Substanzkonzentrationen im Haar 

beeinflussen [117]. Eine allgemeine Richtlinie für einen eindeutigen Nachweis nach GHB-

Einnahme gibt es nicht. Auch ein allgemeiner Grenzwert / cut-off-Wert konnte bisher nicht 

festgelegt werden. Daher wird empfohlen, jede zu untersuchende Haarprobe als eigene 

individuelle Kontrolle zu nutzen. Hierbei sollen Haarabschnitte, die außerhalb des 

Tatzeitraums liegen ebenfalls analysiert werden und somit den individuellen endogenen 

Konzentrationsbereich wiederspiegeln [119]. Auf diese Basis aufbauend empfiehlt das United 

Nations Office on Drugs and Crime (UNODC) dann von einer GHB-Gabe auszugehen, wenn die 

Konzentration im betroffenen Haarabschnitt („Target-Segment“) das Zehnfache der endogenen 

Konzentrationen übersteigt [126]. Bertol et al. sehen ein mögliches Indiz für eine GHB-

Einnahme, wenn die Haarprobe ein Verhältnis von 4,45:1 (einen Monat nach der Tat) 



 

35 
 

und / oder 3,35:1 (zwei Monate nach der Tat) zwischen Target-Segment und endogenem 

Bereich aufweist [127]. Kintz nutzte die Kontamination mit Schweiß als Hilfsmittel zur 

Identifizierung einer GHB Exposition im Haar [128]. Die Ansätze von Bertol et al. und Kintz 

et al. wurden entwickelt und getestet bei der Untersuchung von GHB-Konzentrationen in 

Haarproben nach einmaliger Exposition [127,128]. Der Nachweis einer GHB-Einzelgabe 

konnte anhand dieser Methoden erbracht werden. In welchen Bereichen die GHB-

Konzentrationen in Haaren liegen, wenn GHB chronisch in therapeutischen Konzentrationen 

eingenommen wurde, ist bisher nicht bekannt.  

Das Ziel dieser Arbeit war es, GHB und dessen Stoffwechselprodukt GHB-Gluc in 

Haarproben von Narkolepsie-Patienten nachzuweisen und deren Konzentrationen zu 

untersuchen, um den möglichen Nachweis nach einer GHB-Gabe im Haar zu erbringen, 

einen möglichen Unterschied zwischen chronischer Einnahme und einmaliger Exposition zu 

finden und um bisherige Konzepte zum Nachweis eine GHB-Gabe im Haar auf ihre 

Anwendbarkeit zu prüfen. Insgesamt haben sich drei Patienten zur Teilnahme an der Studie 

bereit erklärt. Zwei der drei Patienten nahmen GHB chronisch seit 6 und 9 Jahren ein. Der 

dritte Patient war Therapieeinsteiger und nahm GHB erstmalig ein. Die Ergebnisse dieser 

Arbeit wurden als Case Report im Journal Forensic Science International unter dem Titel 

„Determination of GHB and GHB-β-O-glucuronide in hair of three narcoleptic patients - Comparison 

between single and chronic GHB exposure“ veröffentlicht. 
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4.2 Zusammenfassung 
Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigten, dass ein eindeutiger Nachweis für eine GHB-

Exposition im Haar immer noch eine Herausforderung darstellt. Weder die GHB -

Konzentrationen der Patienten mit chronischer GHB-Einnahme noch die des 

Therapieeinsteigers überschritten die in der Literatur beschriebenen endogenen 

Konzentrationsbereiche im Haar. Die Konzentrationen des Stoffwechselprodukt GHB-Gluc 

konnten ebenfalls als unauffällig eingeordnet werden.  

Der Vergleich der beiden Probenaufarbeitungen mit und ohne Waschschritt zeigte, 

dass durch die Waschung die GHB Konzentrationen in den untersuchten Haarabschnitten der 

beiden chronischen Patienten sanken. Die GHB-Gluc Konzentrationen zeigten sich als relativ 

stabil in Bezug auf die Art der Probenaufarbeitung. Die Interpretation der ermittelten Werte 

der Haarprobe des ersten Patienten war aufgrund deren Haarbehandlung (Blondierung) 

limitiert. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei Nicht-Behandlung die 

Konzentrationen in einem höheren Bereich gelegen hätten. Die ermittelten Konzentrationen 

der zweiten Patientin untermauern jedoch die Annahme, dass eine chronische GHB-

Einnahme in therapeutischen Dosierungen zu unauffälligen Konzentrationen im Haar führen 

kann.  

Die Überprüfung der Anwendbarkeit der drei unterschiedlichen Konzepte zum 

Nachweis einer GHB-Gabe im Haar nach einem DFC, zeigte, dass auch hier keine eindeutige 

Umsetzung möglich war. Weder die Richtlinien der UNODC, die vorgeben, dass das Target-

Segment das Zehnfache der endogenen Konzentration überschreiten muss, konnten erfüllt, 

noch die beiden Verhältnisse von 4,45:1 (einem Monat nach der Tat) und / oder 3,35:1 (zwei 

Monate nach der Tat) nach Bertol et al. konnten bestimmt werden [126,127]. Letztendlich 

zeigte sich, dass auch das Konzept von Kintz mit der Zuhilfenahme der 

Schweißkontamination keinen erwünschten Beweis für eine GHB-Einnahme erbrachte.  

Zusammenfassend ist zu sagen, dass mit vermeintlich positiven Befunden achtsam 

umgegangen werden muss, da es bisher noch keine einheitlichen Kriterien bzw. Richtlinien 

zum Nachweis einer GHB Exposition gibt. Haaranalysen sollten daher immer als zusätzliches 

unterstützendes Beweismittel und nicht als eindeutiges Indiz betrachten werden. Aufgrund der 

vielfältigen Meinungen und unterschiedlichen Ansätze bzw. Konzepte, sind weitere 

Untersuchungen und Studien notwendig, um beweissichere Ergebnisse zu erhalten und eine 

einheitliche Interpretation von Analyseergebnissen zu ermöglichen.  
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5 Entwicklung und Validierung einer HPLC-QTOF-

MS Methode für die Bestimmung von GHB-β-O-

Glucuronid und GHB-4-Sulfat in Plasma und Urin  

5.1 Einleitung 
Durch die Biotransformation werden Arzneimittel im Körper u. a. strukturell so verändert, 

dass diese wasserlöslicher werden und somit besser ausgeschieden werden können. Diese 

metabolischen Vorgänge sind in zwei Phasen unterteilt. Oxidations-, Reduktions- und 

Hydrolyse-Reaktionen finden in der Phase I der Biotransformation statt, Konjugations-

Reaktionen sind Teil der zweiten Phase [142]. Jedoch muss nicht jedes Xenobiotikum beide 

Phasen durchlaufen, dies ist abhängig von dessen chemischer Struktur und Wasserlöslichkeit. 

GHB besitzt eine hohe Wasserlöslichkeit, daher sind keine bis nur geringe metabolische 

Veränderungen nötig, um die Elimination dieser Substanz zu ermöglichen [72]. Der größte 

Anteil des Neurotransmitters wird über den Zitronensäurezyklus metabolisiert und als CO2 

abgeatmet [54].  

Aufgrund der kurzen Halbwertszeit (0,3-1,0 h) von GHB ist das Detektionsfenster 

sehr eng und stellt somit ein Problem für die Nachweisbarkeit einer Einnahme dar. 

Metabolite, die während der Verstoffwechselung gebildet werden, können eine längere 

Nachweisbarkeit ermöglichen [60]. Im Jahre 2013 wurde der Metabolit GHB-Gluc von 

Petersen et al. in Urinproben beschrieben [76]. Wang et al. bestätigten das Vorkommen des 

Glucuronid-Konjugats in Haaren [77]. Hanisch et al. beschrieben den qualitativen Nachweis 

von GHB-Sulf im Urin [78]. Dies stellt einen neuen Ansatz dar, wie eine GHB-Gabe bzw. 

k.o.-Mittel-Einnahme bei DFSA länger detektiert werden könnte. Hierfür bedurfte es 

zunächst der Entwicklung einer Methode für beide Metabolite, welche deren Konzentrationen 

quantitativ erfasst. Eine ausführliche Validierung im Anschluss ermöglicht den Erhalt von 

gesicherten Ergebnissen.  

Ein weiteres Problem, das bei der Untersuchung von DFSA auftritt, ist die Stabilität 

der in der Probe befindlichen Substanzen. Wie schon in einigen Studien belegt, ist GHB bei 

Raumtemperatur bis zu 48 h und tiefgefroren (-20 °C) von 4 Wochen bis zu 9 Monaten stabil 

[101,102]. Die Stabilität der beschriebenen GHB-Metabolite GHB-Gluc und GHB-Sulf wurde 

bisher noch nicht untersucht. Im Allgemeinen sind Sulfate instabiler als Glucuronide, da sich 
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aufgrund der Resonanzstabilisation der Sulfat-Rest als hervorragende Abgangsgruppe eignet 

[143]. In vivo ist das endogen vorkommende Enzym β-Glucuronidase hauptsächlich für die 

Spaltung der Glucuronid-Konjugate verantwortlich [144]. Während der Lagerung können 

pH-Wert, Temperatur- und Lichtbedingungen die Stabilität dieser Konjugate beeinflussen. 

Daher ist es essentiell, die Stabilität während der Validierung einer analytischen Methodik zu 

untersuchen. Wenn dies nicht berücksichtigt wird, könnten die Messwerte der Konjugate 

während der Quantifizierung unterschätzt und die des Degradationsprodukt GHB überschätzt 

werden. Bisher ist jedoch nichts über die Konzentrationen von GHB-Sulf in Urinproben und 

GHB-Gluc in Blutproben bekannt.  

In der nun folgenden Publikation wurde die Methodenentwicklung zum Nachweis von 

GHB-Gluc und GHB-Sulf mittels Hochleistungsflüssigkeitschromatographie-Quadrupol-

Time-of-flight-Massenspektrometrie (HPLC-QTOF-MS) in Plasma- und Urinproben 

beschrieben. Anschließend wurde die Methode nach den Richtlinien der GTFCh validiert 

[145]. Nach dem Erfüllen der Kriterien der Validierungsrichtlinien wurde die Stabilität von 

GHB-Gluc und GHB-Sulf in Plasma- und Urinproben überprüft. Hierfür wurde sowohl 

Plasma und Urin mit einer bestimmten Konzentration der Metabolite versetzt sowie reale 

Proben, die nachweislich hohe Konzentrationen beinhalteten, analysiert. Anschließend 

wurden diese Proben bei Raumtemperatur, 4 °C und -20 °C gelagert und in einem 

dokumentierten Zeitabstand vermessen. Die Ergebnisse sind in der Arbeit Development and 

validation of a HPLC-QTOF-MS method for the determination of GHB-β-O-glucuronide and GHB-4-

sulfate in plasma and urine in Forensic Toxicology veröffentlicht worden.  
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5.2 Zusammenfassung 
In dieser Arbeit wurde eine Methode mittels HPLC-QToF-MS entwickelt und voll validiert, 

die die beiden GHB-Metabolite GHB-Gluc und GHB-Sulf quantitativ erfasst. Über eine 

Hypercarb Säule wurden die beiden Analyten mit Hilfe eines Lösemittel-Gradienten 

chromatographisch getrennt. Anschließend wurden die Analyten mittels Elektronenspray-

Ionisation (ESI) ionisiert und schließlich im Tandem-Massenspektrometer nach ihrem Masse-

zu-Ladungs-Verhältnis (m/z) sortiert und detektiert.  

Die Parameter Linearität, Nachweisgrenzen, Bestimmungsgrenzen, 

Wiederfindungsrate, Richtigkeit und Genauigkeit erfüllten die Kriterien der 

Validierungsrichtlinien. Es konnten gute Ergebnisse für die Linearität bis zu 20 mg/L (GHB-

Gluc) und 1 mg/L (GHB-Sulf) mit LOQs von 0,006 mg/L für GHB-Sulf und 0,008 mg/L für 

GHB-Gluc bestimmt werden. Die Wiederfindungsrate lag für alle Verbindungen bei niedrigen 

und hohen Konzentrationen in Plasma- und Urinproben zwischen 51,7 und 108 %. Bei der 

Bewertung von Präzision und Genauigkeit wurden hohe Standardabweichungen für die 

internen Qualitätskontrollen mit hohen Konzentrationen für GHB-Gluc in Plasma und für 

GHB-Sulf in Urin beobachtet. Insbesondere bei Untersuchungen zur Genauigkeit konnte eine 

leichte Verschiebung der eigentlichen Werte der Qualitätskontrollen mit hohen GHB-Gluc 

Konzentration im Plasma festgestellt werden. 

Bei der Durchführung der Prüfung auf Matrixeffekte konnte im Plasma ein „Ion-

Enhancement“ (Signalsteigerung) und im Urin eine „Ionen-Suppression“ (Signalminderung) 

festgestellt werden. Dieser Effekt entsteht durch gleichzeitig eluierende Matrixkomponenten 

und konnte auch für den jeweils genutzten deuterierten Standard GHB-Gluc-d4 und GHB-

Sulf-d6 gezeigt werden. Dadurch, dass die internen Standards gleichzeitig eluieren und 

denselben Matrixeffekten unterworfen sind, konnte die Methodik als voll validiert angesehen 

werden.  

Die nachfolgenden Untersuchungen ergaben, dass der Metabolit GHB-Gluc sowohl in 

Plasma als auch in Urinproben quantifiziert werden konnte. GHB-Sulf konnte aufgrund 

mangelnder Sensitivität der Methode nur in Urinproben nachgewiesen werden. Die 

Untersuchungen der Stabilität zeigten, dass GHB-Gluc sowohl in Plasma als auch in Urin bei 

Raumtemperatur, 4 °C und -20 °C über einen Zeitraum von 31 Tagen stabil war. GHB-Sulf 

zeigte innerhalb des beobachteten Zeitraums (31 Tage) eine gute Stabilität bei -20 °C. Durch 
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die Lagerung bei Raumtemperatur nahmen die Konzentrationen von GHB-Sulf stets ab und 

wurden nach 3 Tagen in Konzentrationen unter 80 % des Ausgangswertes bestimmt.  

Zusammenfassend ist zu sagen, dass eine robuste validierte Methode zur Bestimmung 

der GHB-Metabolite GHB-Gluc und GHB-Sulf in Plasma und Urin entwickelt wurde. Die 

Konzentrationen der Metabolite blieben in gespikten Plasma- und Urinproben sowie in realen 

Proben über einen Zeitraum von 31 Tagen sehr stabil, wenn diese bei -20 °C gelagert wurden.  

Weiterführende Untersuchungen sollten sich nun mit den endogenen Konzentrationen 

dieser Metabolite sowie mit den Konzentrationen nach GHB-Gabe in Blut und Urin 

beschäftigen, um eventuell geeignete Marker für den Nachweis einer GHB-Einnahme zu 

finden.   
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6 Konzentrationen von GHB und GHB-β-O-

Glucuronid vor und nach GHB-Einnahme in Blut 

und Urin  

6.1 Einleitung 
GHB ist eine körpereigene Substanz. Daher kann nach einem positiven Nachweis in 

biologischen Matrices nicht automatisch von einer GHB-Exposition ausgegangen werden. 

Hierfür müssen Konzentrationen erreicht werden, die einen bestimmten Grenzwert (cut-off-

Wert) überschreiten und somit oberhalb des endogen vorkommenden Konzentrationsbereichs 

liegen. Diese Grenzwerte wurden zum ersten Mal von Albert A. Elian nach der Vermessung 

von 240 Blut- und 670 Urinproben bestimmt. Wenn GHB einen Wert von 5 mg/L im Blut 

und 10 mg/L im Urin überschreitet, könne von einer exogenen Gabe ausgegangen werden 

[94]. Andresen et al. überprüften diese Grenzwerte in jeweils 50 Blut- und Urinproben und 

empfahlen die Grenzwerte auf 4 mg/L in Blut und 6 mg/L in Urin zu senken [91].  

Doch nicht nur die Festlegung eines geeigneten Grenzwertes stellt sich als schwierig 

dar, sondern auch die rechtzeitige Sammlung der Proben innerhalb des Nachweisfensters. 

Aufgrund der schnellen Elimination von GHB sind erhöhte Konzentrationen im Blut 

dosisabhängig maximal bis zu 6 h und im Urin maximal bis zu 12 h nachweisbar [22,63]. Nach 

der Identifizierung des GHB-Metaboliten GHB-Gluc im Jahre 2013 [76] eröffnete sich eine 

neue Möglichkeit, um evtl. das Nachweisfenster nach einer GHB-Gabe zu vergrößern. 

Während der zweiten Phase der Biotransformation wird GHB mit Hilfe des Enzyms UDP-

Glucuronyltransferase mit der Glucuronsäure konjungiert. Durch die Dauer der Umsetzung 

der Substanz verweilt der Metabolit länger im Körper, was zu einer verlängerten 

Nachweisbarkeit führen könnte. Dies konnte schon für die Ethanol-Metabolite 

Ethylglucuronid und Ethylsulfat bewiesen werden [146]. Um geeignete Grenzwerte 

festzulegen, sollte die Umsetzung außerdem zu einer zeitabhängig Konzentrationssteigerung 

führen.  

Für die Untersuchung dieser Theorie wurden Ausscheidungsversuche mit Patienten 

durchgeführt, die erstmalig oder regelmäßig das Medikament Xyrem® einnahmen, welches 

zur Therapie der Narkolepsie eingesetzt wird [9,11,147]. Drei Patienten hatten sich zur 

Verfügung gestellt, von denen zwei das Medikament chronisch einnahmen und einer die 
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Therapie mit Xyrem® startete. Es wurden Blut- und Urinproben dieser Patienten nach einem 

bestimmten Zeitplan gesammelt und die Konzentrationen von GHB und GHB-Gluc jeweils 

via LC-MS/MS und LC-QTOF-MS bestimmt. Anschließend wurde ein pharmakokinetisches 

Profil der untersuchten Substanzen erstellt.  

Zum Vergleich der erhaltenen Ergebnisse und für die Diskussion der Festlegung 

möglicher Grenzwerte wurden zusätzlich Blut- und Urinproben von insgesamt 49 Freiwilligen 

gesammelt. Auch von diesen wurden die GHB und GHB-Gluc Konzentrationen in Blut und 

Urin bestimmt. Die Probanden bestätigten, dass sie eine vorherige Einnahme von GHB 

ausschließen konnten. Die Ergebnisse dieser Studie sind in der Arbeit GHB-O-β-glucuronide in 

blood and urine is not a suitable tool for the extension of the detection window after GHB intake in Forensic 

Toxicology veröffentlicht worden.  
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6.2 Supplementary Material  
Table 1 Documented parameters of the control group (n=50) 

Volunteers 

ID 

Sex Age BMI Disease Alcohol 

Abstinence  

Co-medication Preexisting 

conditions 

N1 Male 23 22.1 Gilbert`s 

Syndrome 

> 48 h Bisoprolol 2.5 mg Healthy 

N2 Male 24 27.3 None > 48 h None Healthy 

N3 Male 20 22.0 Asthma > 48 h Symbicort; 

Cetirizine 

Healthy 

N4 Female 23 24.2 None > 24 h Birth Control Pill No Info 

N5 Female 21 21.9 None > 24 h Birth Control Pill No Info 

N6 Female 21 18.9 None > 24 h Birth Control Pill Healthy 

N7 Male 28 30.9 None > 48 h None Healthy 

N8 Female 20 17.8 None never 

consumed 

Birth Control Pill Iron Deficiency 

N9 Female 21 17.9 None > 20 h Birth Control Pill Healthy 

N10 Female 22 25.2 None > 48 h Birth Control Pill Healthy 

N11 Male 27 19.8 Gilbert`s 

Syndrome 

> 48 h No Info No Info 

N12 Male 27 23.9 None No Info No Info No Info 

N13 Male 47 22.9 No Info >48 h No Info No Info 

N14 Female 23 21.0 No Info >48 h No Info No Info 

N15 Male 25 24.7 No Info >48 h No Info No Info 

N16 Female 23 20.8 No Info >48 h No Info No Info 

N17 Female 30 28.7 No Info No Info Birth Control Pill Cold 

N18 Female 28 18.6 None >48 h No Info Cough 
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Volunteers 

ID 

Sex Age BMI Disease Alcohol 

Abstinence  

Co-medication Preexisting 

conditions 

N19 Male 38 26.3 No Info never 

consumed 

No Info Healthy 

N20 Female 20 21.4 No Info >48 h Birth Control Pill no info 

N21 Female 20 21.1 No Info >48 h Birth Control Pill Cold 

N22 Female 24 15.6 No Info >48 h Venlafaxine [150 

mg/d] 

Healthy 

N23 Female 19 22.2 No Info never 

consumed 

Birth Control Pill Cold 

N24 Female 24 24.2 Hyperthyroidi

sm 

>48 h Birth Control Pill, 

L-Thyroxin 

Healthy 

N25 Female 27 29.7 No Info >48 h Birth Control Pill No Info 

N26 Female 23 28.4 No Info >48 h Birth Control Pill No Info 

N27 Female 19 26.0 No Info >48 h None Healthy 

N29 Female 62 22.6 Hypertension, 

Atherosclerosi

s 

>48 h Thyroxine, 

Enalapril, 

Metropolol 

No Info 

N30 Female 30 20.8 Hyperthyroidi

sm 

> 24 h Amitriptylin 25 

mg,l-Thyroxin 25 

mg 

Healthy 

N31 Female 46 21.3 No Info >48 h Iron Healthy 

N32 Male 33 34.9 No Info >48 h No Info No Info 

N33 Female 48 20.3 No Info > 24 h None No Info 

N34 Female 33 22.8 No Info >48 h No Info No Info 

N35 Female 36 19.3 No Info >48 h No Info Cold 

N36 Female 29 27.0 No Info >48 h Birth Control Pill Cold 
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Volunteers 

ID 

Sex Age BMI Disease Alcohol 

Abstinence  

Co-medication Preexisting 

conditions 

N37 Female 29 22.2 No Info >48 h Nuvaring® 

(Etonogestrel/ 

Ethinylestradiol) 

Cold 

N38 Male 32 28.1 No Info >48 h No Info Healthy 

N39 Female 24 19.8 No Info >48 h Birth Control Pill Healthy 

N40 Female 25 22.5 No Info >48 h Birth Control Pill Healthy 

N41 Male 24 25.8 No Info >48 h No Info No Info 

N42 Male 23 27.5 No Info >48 h No Info Healthy 

N43 Female 30 19.7 No Info > 48 h No Info No Info 

N44 Female 25 22.3 Factor-V-

deficiency 

 > 48 h Birth Control Pill No Info 

N45 Female 23 22.1 No Info > 48h  Birth Control Pill Healthy 

N46 Male 24 19.6 Gilbert`s 

Syndrome, 

Marfan 

Syndrome 

> 48h  No Info No Info 

N47 Female 28 22.3 No Info No Info No Info Lip Herpes 

N48 Female 38 22.1 Epilepsy, 

Schizophrenia 

> 48h  Lamotrigine, 

Arpiprazole , 

Quetiapine 

Cold 

N49 Female 20 25.0 No Info > 48h  Birth Control Pill Healthy 

N50 Male 52 24.1 No Info No Info No Info No Info 

N51 Female 24 21.5 Migraine >48h Birth Control Pill tired 
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6.3 Zusammenfassung 
In dieser Studie wurden die GHB und GHB-Gluc Konzentrationen von Narkolepsie-

Patienten nach GHB-Einnahme in Blut- und Urinproben bestimmt und diese mit endogenen 

Konzentrationen von freiwilligen Personen, bei denen eine GHB-Einnahme ausgeschlossen 

werden konnte, verglichen. Hierbei wurde GHB-Gluc sowohl in Blut als auch in Urinproben 

detektiert und zeigte eine breite Streuung endogener Konzentrationen. Im Blut wurden 

Konzentrationen von 0,011-0,067 mg/L bestimmt und im Urin von 0,16-7,1 mg/L. Die 

Konzentrationen der Muttersubstanz GHB wurden alle unterhalb eines Wertes von 2 mg/L 

bestimmt und lagen somit innerhalb des bereits publizierten endogenen 

Konzentrationsbereichs.  

Anschließend wurden die Konzentrationen von GHB und GHB-Gluc in humanen 

Proben der Narkolepsie-Patienten ausgewertet. Zwei der drei Narkolepsie-Patienten nahmen 

das Arzneimittel Xyrem® (Wirkstoff: Natrium-Salz von GHB) seit 6 und 9 Jahren ein. Die 

Durchführung der Studie mit dem dritten Patienten war gleichzeitig auch dessen 

Therapieeinstieg. Er versicherte GHB vorher noch nie eingenommen zu haben. Die Proben 

wurden sowohl vor der Einnahme als auch bis zu 72 h nach Einnahme gesammelt, sofern dies 

möglich war. Im Plasma konnte der Anstieg der GHB-Konzentrationen bis zu maximalen 

Werten von 73,1 mg/L festgestellt werden und auch im Urin war ein deutlicher Anstieg der 

GHB Exkretion (bis zu 254 mg/L) zu beobachten. Die cut-off-Konzentrationen zur 

Unterscheidung endogen/exogen wurden  nach 4 h im Plasma und nach 6 h im Urin wieder 

unterschritten.  

Im Gegensatz zu den GHB-Konzentrationen konnte kein zeitabhängiger Anstieg der 

Konzentrationen des Metaboliten gezeigt werden. Im Plasma blieben die Werte bei allen 

Patienten relativ konstant. Im Urin war zunächst ein Anstieg zu beobachten jedoch zeigte sich 

nach Normalisierung auf Kreatinin, dass auch hier die Werte relativ konstant blieben. Des 

Weiteren konnte kein Unterschied zwischen den mit GHB regelmäßig behandelten Patienten 

und dem Therapieeinsteiger festgestellt werden. Eine Gewöhnung konnte daher 

weitestgehend ausgeschlossen werden.  

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Untersuchungen zeigen konnten, dass 

GHB-Gluc anscheinend kein geeigneter Marker zum Nachweis einer GHB-Einnahme 

darstellt. Sicherlich sind hierfür weitere Untersuchungen notwendig, wie zum Beispiel die 
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Entwicklung einer intraindividuelle Normalisierungsstrategie oder die Durchführung der 

Studie nach der Einnahme höherer/ansteigender GHB-Dosen.  
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7 Das Potential von GHB-4-Sulfat zur Ergänzung 

aktueller Ansätze für den Nachweis einer GHB-

Einnahme  

7.1 Einleitung 
In den bisherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass GHB-Gluc kein geeigneter 

Marker für den Nachweis einer GHB-Einnahme ist. Weder im Plasma noch im Urin wurden 

nach Einnahme Konzentrationen aufgefunden, die oberhalb des endogenen Bereichs lagen, 

was zum einen daran liegen könnte, dass GHB-Gluc nur als sekundärer Metabolit auftritt oder 

eine geeignete Normalisierung der Urinkonzentrationen benötigt wird. Neben dem 

glucuronidierten Stoffwechselprodukt wurde auch eine sulfonierte Verbindung von GHB im 

Urin beschrieben [78].  

Da die Konzentrationen im Urin abhängig sind vom ausgeschiedenen Volumen, 

wurden diese häufig auf die spezifische Dichte der Probe oder auf eine konstant 

ausgeschiedene Substanz wie zum Beispiel Kreatinin normalisiert [97,148]. Mögliche 

Korrelationen zwischen den GHB-Metaboliten und der spezifischen Dichte sowie die 

Korrelation zueinander sollten untersucht werden. Eine weitere Möglichkeit, um die 

Konzentrationen von endogenen Substanzen im Urin zu relativieren und so eine zusätzliche 

Einnahme zu identifizieren, ist eine Analyt-spezifische Normalisierung der gemessenen 

Konzentrationen. Dies ist eine gängige Methode bei der Kontrolle auf dopingrelevante 

Substanzen, um z. B. hohe nicht-physiologische Konzentrationen von Testosteron in den 

analysierten Proben von Athleten aufzudecken [149,150]. Hierfür wird eine bisher unbekannte 

endogene Komponente im Urin benötigt, die mit beiden Metaboliten gut korreliert.  

Wie auch schon in der Haaranalytik gezeigt werden konnte, erweist sich die Festlegung 

eines geeigneten Grenzwerts für eine GHB-Exposition aufgrund des physiologischen 

Vorkommens von GHB als äußert schwierig. Bei der Interpretation von Haaranalysen wird 

daher, die Bestimmung eines intra-individuellen Grenzwertes empfohlen [126,127]. Neben der 

Normalisierung der Ergebnisse, könnte dies auch ein weiterer Ansatz sein, um die 

Konzentrationen im Urin nach einer möglichen GHB-Gabe zu beurteilen.   
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Das Ziel dieser Arbeit war es endogene Konzentrationsbereiche von GHB-Sulf zu 

bestimmen und diese mit Konzentrationen nach GHB-Einnahme im Urin zu vergleichen. Des 

Weiteren sollte eine geeignete Normalisierungsstrategie entwickelt werden, um die ermittelten 

Konzentrationen beider Stoffwechselprodukte auf die Ausscheidungsrate zu relativieren. Zum 

Schluss wurde die Anwendbarkeit der Analyt-spezifische Normalisierung anhand des 

Ausscheidungsexperimentes getestet und die Festlegung eines möglichen intra-individuellen 

Grenzwertes überprüft. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zur Verlängerung der 

Nachweisbarkeit von GHB wurden in der Arbeit „Potential of GHB-4-sulfate to complement current 

approaches in GHB post administration detection“ im Journal Forensic Science International 

veröffentlicht. 
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7.2 Zusammenfassung 
In dieser Arbeit wurden die GHB-Sulf Konzentrationen von Narkolepsie-Patienten nach 

GHB-Einnahme in Urinproben bestimmt und diese mit endogenen Konzentrationen von 

freiwilligen Personen, bei denen eine GHB-Einnahme ausgeschlossen werden konnte, 

verglichen. Das Kontrollkollektiv wurde aus den Urinproben von Athleten (n=100) 

zusammengestellt, die endogenen Konzentrationen wurden in einem Bereich von 0,009-

11,5 mg/L bestimmt. Die Konzentrationen von GHB-Sulf nach der Einnahme von GHB 

zeigten in den Urinproben der Narkolepsie-Patienten einen signifikanten Anstieg der 

Konzentrationen in allen drei Patienten. Verglichen mit den ermittelten Urinkonzentrationen 

vor der Aufnahmen waren diese (P2) doppelt oder sogar zehn bis 14-mal so hoch wie die 

initialen Werte (P3 und P1). Maximale Konzentrationen wurden für P1 und P2 zwischen 6 

und 8 h nach Applikation ermittelt, während in den Proben des Therapieeinsteigers (P3) der 

sofortige Anstieg der GHB-Sulf-Konzentrationen beobachtet werden konnte. Obwohl in den 

Urinproben der Narkolepsie-Patienten maximale Konzentrationen z. B. bis zu 7,7 mg/L (P3) 

erreichten wurden, überstiegen diese nicht den Bereich, der auch im Kontrollkollektiv 

aufgefunden werden konnte.  

Anschließend wurde untersucht wie die endogenen Konzentrationen von GHB-Sulf 

mit der spezifischen Dichte und mit den ermittelten Konzentrationen des GHB-Metaboliten 

GHB-Gluc in den jeweiligen Urinproben korrelieren. Die Korrelation der spezifischen Dichte 

zu beiden Metaboliten war gering, jedoch hoch signifikant. Der Wert für den 

Korrelationskoeffizienten zwischen den beiden Metaboliten ging gegen null, was für eine 

schlechte Korrelation spricht. Daraufhin wurde in den Proben des Kontrollkollektivs nach 

bisher nicht in Zusammenhang mit dem GHB-Metabolismus gebrachten endogenen 

Substanzen gesucht, die parallel zu den Metaboliten eliminiert werden und gut mit beiden 

Stoffwechselprodukten korrelieren. Diese Moleküle sollten eine Normalisierung der Proben 

ermöglichen. Die Analyse der Datenbank konnte das Feature F320 in allen untersuchten 

Proben finden. Später konnte es als β-Citryl-Glutaminsäure identifiziert werden. Die 

Konzentration der Substanz korrelierte gut mit den Konzentrationen der beiden Metaboliten, 

wobei die Korrelation mit GHB-Gluc signifikanter war. Anschließend wurden die 

Verhältnisse in den Urinproben der Narkolepsie-Patienten berechnet. Die Bildung der 

Verhältnisse GHB-Sulf/F320 zeigte weiterhin einen deutlichen Anstieg der Werte in allen drei 

Patienten, jedoch innerhalb des Bereichs, in dem sich die Werte des Kontrollkollektivs 

befanden. Die Eliminationskurven der Patienten P1 und P2, die regelmäßig GHB einnahmen, 
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glichen sich einander an, nachdem das Verhältnis GHB-Gluc/F320 gebildet wurde. Den 

Graphen war zu entnehmen, dass 12 h nach GHB-Einnahme ein maximaler Wert erreicht 

wurde, der den Bereich des Kontrollkollektivs überschritt. Das Ausscheidungsprofil von P3 

zeigte für das Verhältnis GHB-Gluc/F320 einen moderaten Anstieg. Daher wurde für den 

Patienten P3 getestet, ob auch eine intra-individuelle Bestimmung eines Grenzwertes für den 

Quotienten GHB-Gluc/F320 möglich war. Es wurden drei Proben mit unauffälligen Werten 

ausgewählt und ein Mittelwert gebildet. Dieser stellte den intra-individuellen Grenzwert dar. 

Eine GHB-Gabe konnte mit Hilfe dieser Methode bis zu 8 h nach Einnahme nachgewiesen 

werden.  

Zusammenfassend konnten die Untersuchungen zeigen, dass, wie bereits für GHB-

Gluc gezeigt, GHB-Sulf anscheinend kein geeigneter Marker zum Nachweis einer GHB-

Einnahme darstellt. Die Korrelation mit der Substanz β-Citryl-Glutaminsäure zeigte eine gute 

Korrelation zu beiden Metaboliten mit einer hohen Signifikanz für GHB-Gluc. Der Einfluss 

der Substanz auf den Stoffwechselweg von GHB konnte in den Ausscheidungsprofilen der 

chronischen Patienten beobachtet werden, indem sich deren Verläufe nach der Bildung des 

Verhältnisses GHB-Gluc/F320 anpassten. Die Verwendung dieser Substanz als intra-

individueller Standard konnte anschließend am Beispiel der Konzentrationen des Patienten P3 

demonstriert werden. Die vielversprechenden Ergebnisse dieser Untersuchungen geben 

Anlass, die Substanz β-Citryl-Glutaminsäure und dessen Funktion im GHB-Stoffwechsel 

weiter zu untersuchen, um das Nachweisfenster nach GHB-Gabe zu verlängern.  
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8 Veränderung der Genexpression nach der 

Einnahme von GHB – eine Pilotstudie 

8.1 Einleitung 
Die physiologische Wirkung von GHB als Neurotransmitter wurde bisher nicht vollständig 

aufgeklärt, jedoch konnte gezeigt werden, dass es direkt und indirekt die Aktivität des 

gabaergen, opioiden, serotonergen oder dopaminergen Systems moduliert [52]. Hieraus 

resultieren verschiedene medizinische Anwendungsgebiete für GHB, diese sind u. a. die 

Behandlung der Alkohol- und Opiatabhängigkeit sowie die Therapie der Narkolepsie 

[13,14,147]. Im zentralen Nervensystem wird GHB aus dem Neurotransmitter GABA mit 

Hilfe der Enzyme GABA-Transaminase und Succinat-Semialdehyd-Reduktase gebildet [2,3]. 

Hierbei entsteht das Zwischenprodukt Succinat-Semialdehyd, welches alternativ auch mit 

Hilfe des Enzyms Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase zu Bernsteinsäure oxidiert werden 

kann [31]. Die Gene ALDH5A1 und AKR7A2 codieren jeweils für die beiden Enzyme 

[29,32]. Ob und in welchem Maße die Expression dieser beiden Gene endogen reguliert wird, 

wenn die GHB-Konzentration exogen erhöht wird, wurde bisher noch nicht untersucht. Das 

Überangebot an GHB im Körper lässt vermuten, dass die GHB-Biosynthese herunterreguliert 

und stattdessen Succinat-Semialdehyd vermehrt in Bernsteinsäure umgewandelt wird. Dies 

hätte zur Folge, dass das Gen AKR7A2 geringer und das Gen ALDH5A1 stärker exprimiert 

wird.  

Bereits Larson et al. untersuchten die Genexpression nach GHB-Gabe im Mausmodell 

und stellten fest, dass die Gene EREG und PEA-15 nach intraperitonealer Verabreichung im 

peripheren Blut stärker exprimiert wurden. Hierbei wurde die Genexpression mittels Micro 

Array und qRT-PCR gemessen [151]. Des Weiteren wurden in einer Poster-Präsentation von 

Abdullah und Ellis die Ergebnisse von Expressions-Arrays vorgestellt. Es konnte gezeigt 

werden, dass auch Einzeldosen von GHB zu signifikanten Veränderungen in der Expression 

von 584 Genen in humanen monozytären Leukämiezellen (THP-1 Zellen) führen [41]. 

Viele neue Ansätze zum Nachweis einer GHB-Gabe wurden bereits veröffentlicht, 

jedoch konnte bisher kein Ansatz das Nachweisfenster vergrößern und damit die Chance für 

eine eindeutige Beweislage erhöhen. Die Untersuchung der Veränderung der Genexpression 

nach GHB Exposition stellte daher einen neuen und vielversprechenden Untersuchungsansatz 

dar. Im Rahmen dieser Studie wurden die Veränderung der Expression der Genes of Interest 
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(GOI, Zielgene), die entweder direkt in die Biosynthese von GHB involviert sind (AKR7A2, 

ALDH5A1) oder für die bereits eine Beeinflussung durch GHB nachgewiesen worden war 

(EREG und PEA-15), in humanen peripheren Vollblutproben untersucht. Ziel war es,  

potentielle biologische Marker zum forensischen Nachweis einer GHB-Einnahme im 

Zusammenhang mit der Aufklärung von DFCs zu identifizieren.  

Die Studie wurde entsprechend den ethischen Richtlinien der Erklärung von Helsinki 

erstellt (letzte Fassung Okt. 2013). Es wurden Blutproben von zwei Personengruppen 

gesammelt. Die erste Gruppe, das Fallkollektiv, umfaßte drei Patienten, die GHB zur 

Behandlung der Narkolepsie therapeutisch einnahmen. Den Patienten wurde sowohl vor als 

auch nach der GHB-Einnahme Blut entnommen, welches zur Stabilisierung der RNA in 

PaxGene-Röhrchen gesammelt und bei -80°C gelagert wurde. Die zweite Gruppe bestand aus 

49 Personen, die laut Selbstauskunft noch nie GHB eingenommen hatten. Sie bildeten das 

Vergleichskollektiv, die sogenannte Kontrollgruppe. Anschließend wurde eine Methode 

entwickelt und eine Normalisierungsstrategie etabliert. Die Dokumentation und Publikation 

der qPCR-Prozeduren und -ergebnisse erfolgte gemäß den MIQE-Richtlinien, [152]. Die 

Normalisierungsstrategie entsprach dem allgemein anerkannten Goldstandard, indem aus 

einem Panel von 7 Kandidaten-Genen unter Anwendung der Algorithmen geNorm, 

Normfinder und BestKeeper die bestgeeigneten Referenzgene (FPGS und PPIB) für die 

Datennormalisierung ausgewählt wurden. Diese Strategie wurde zur Normalisierung der im 

Rahmen der Studie generierten qPCR-Daten eingesetzt. Gemessen wurde hier die Expression 

der GOIs ALDH5A1, AKR7A2, EREG und PEA-15. Die erhaltenen Daten wurden mit 

Hilfe der Softwares GenEx (Version 6; Multid Analyses, Göteborg, Sweden) und SPSS 

(Version 22.0, IBM Corp. Armonk, NY, USA) ausgewertet. Die Ergebnisse dieser Studie 

wurden in der Arbeit Alterations in gene expresssion after gamma-hydroxybutyric acid intake – a pilot 

study im International Journal of Legal Medicine veröffentlicht.  
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8.2 Supplementary Material 

 
Fig 1 Ranking of the potential references genes according the algorithms of geNorm (A), NormFinder (B) and Bestkeeper (C); SD standard deviation, M-value 

(geometric mean), CP crossing point  

 

Fig 2 Boxplot diagrams of ΔCq-values of EREG vs. time point of blood collection; morning (07:00-14:05; n=23); midday (15:00-16:30; n=11); evening (17:00-20:00; 

n=15); o outlier; * extreme outliers 
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Table 1 Total RNA amounts and information about the control group 

Proband Sex Age  BMI  Total RNA [ng/µl] SD 
N49 Female 20 24.98 91.1 0.1 

N25 Female 27 29.73 68.4 0.5 

N18 Female 28 18.59 63 0 

N32 Male 33 34.88 58 1 

N10 Female 22 25.16 55.5 0.5 

N12 Male 27 23.88 52 2 

N7 Male 28 30.93 51.5 0.5 

N24 Female 24 24.22 49.5 0.5 

N11 Male 27 19.75 49 1 

N53 Female 23 20.3 48.5 1.5 

N54 Female 22 26.8 48 1 

N50 Male 52 24.07 47.5 0.5 

N23 Female 19 22.23 45 0 

N2 Male 24 27.25 44.5 0.5 

N3 Male 20 21.97 44.5 0.5 

N21 Female 20 21.11 44 1 

N13 Male 47 22.94 43.5 1.5 

N33 Female 48 20.28 42.5 0.5 

N40 Female 25 22.49 40 2 

N47 Female 28 22.31 40 0 

#12_2 Female 28 18.6 38.6 0 

N4 Female 23 24.22 38.5 0.5 

N35 Female 36 19.27 38 0 

#43 Female 28 25.6 38 0.25 

N5 Female 21 21.87 37 0 

N31 Female 46 21.3 36 0 

N9 Female 21 17.9 35.5 0.5 

N48 Female 38 22.15 35 0 

N14 Female 23 21.01 33.85 1.15 

N41 Male 24 25.83 32.95 0.05 

N39 Female 24 19.84 32.6 0.6 

N36 Female 29 26.99 32.05 0.25 

N45 Female 23 22.07 31.95 0.15 

N26 Female 23 28.4 31.2 0.1 

N52 Male 19 18.72 31 0 
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Proband Sex Age  BMI  Total RNA [ng/µl] SD 
N37 Female 29 22.23 29.95 0.55 

N51 Female 24 21.48 27.65 0.15 

N16 Female 23 20.83 27.3 0.5 

N44 Female 25 22.34 23.9 0.3 

#7 Female unknown unknown 23.6 0.1 

N42 Male 23 27.47 23.55 0.25 

N43 Female 30 19.71 23.45 0.35 

#8_2 Female 30 28.7 23.35 0.15 

N15 Male 25 24.67 23.2 0 

N34 Female 33 22.79 23.2 0.1 

#40 Female 23 23.7 23.2 0.1 

N29 Female 62 22.65 22.4 0.2 

N46 Male 24 19.6 22 0.4 

N1 Male 23 22.16 21.5 0.45 

N17 Female 30 28.73 20.4 0.4 

N38 Male 32 28.06 18.85 0.95 

N22 Female 24 15.57 18.7 0.1 

N19 Male 38 26.3 17.1 0 
Bold: extract volume was 1.5 ml; italicized: used for normalization; samples #40 and #7, N15, N19 were only used for normalization; SD 
standard deviation 
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Table 2 Amplification efficiencies calculated by LinRegPCR software 

Assay Normalization  Expression of target genes  

Mean value SD Mean value SD 

TGFBRAP1 0.84 0.035 n/a n/a 

PEX16 0.83 0.018 n/a n/a 

ARHGAP32 0.81 0.028 n/a n/a 

TRAP1 0.88 0.018 n/a n/a 

FPGS* 0.77 0.015 0.77 0.019 

DECR 0.79 0.013 n/a n/a 

PPIB* 0.94 0.040 0.92 0.038 

ALDH5A1 n/a n/a 0.75 0.026 

AKR7A2 n/a n/a 0.79 0.027 

EREG n/a n/a 0.86 0.049 

PEA15 n/a n/a 0.81 0.045 

SD standard deviation; bold: gene of interest; *: selected for normalization; n/a: does not apply 
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8.3 Zusammenfassung 
In dieser Studie wurde erstmals die Expression relevanter Zielgene nach GHB-Einnahme in 

humanen Proben untersucht. Jene wurden entweder aufgrund ihrer direkten Beteiligung an 

der Verstoffwechselung von GHB ausgewählt (ALDH5A1, AKR7A2), oder weil bereits ein 

Einfluss auf ihre Expression durch die Gabe von GHB beobachten worden war (EREG, 

PEA-15). Die Ausgangshypothese war, dass sich nach GHB-Einnahme signifikante 

Unterschiede bei der Genexpression zwischen Fallkollektiv und Kontrolkollektiv feststellen 

lassen. Insgesamt war das Ziel der Untersuchung, biologische Surrogatmarker in humanen 

Vollblutproben zu identifizieren, die als unterstützende Beweismittel zur Aufklärung von 

DFCs dienen können.  

Es wurde eine robuste Methode mit zwei geeigneten Referenzgenen entwickelt. Es 

zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Genexpression der untersuchten GOIs 

ALDH5A1, AKR7A2, EREG und PEA-15 im Vergleich zum Kontrolkollektiv. Bereits in der 

Kontrollgruppe zeigten die ΔCq-Werte der untersuchten Gene breite Streuungen mit hohen 

Standardabweichungen. Die ΔCq-Werte des Fallkollektivs wurden alle innerhalb des 

Wertebereichs der zweiten Standardabweichung (± 2 SD) vom Mittelwert des 

Kontrolkollektiv ermittelt. Während die Expression des Gens EREG über den untersuchten 

Zeitraum der Probenentnahme relativ stabil oberhalb des Mittelwerts des Kontrolkollektiv lag, 

konnte für die übrigen Gene eine Schwankung um den ΔCq-Mittelwert beobachtet werden. 

Die Unterteilung des Kontrollkollektivs anhand des Zeitpunkts der Probenentnahme 

(morgens/ mittags/ abends) zeigte, dass EREG einem circadianem Rhythmus unterliegt und 

somit je nach Probenentnahmezeitpunkt höher oder niedriger exprimiert wurde. Ein 

signifikanter Unterschied zwischen den beiden Kollektiven konnte trotz Differenzierung nach 

Probenentnahmezeitpunkt dennoch nicht nachgewiesen werden.  

Außerdem wurde  die Expression der beiden Gene, die direkt in die Biosynthese von 

GHB involviert sind, genauer untersucht. Die ΔCq-Werte wurden für jeden Patienten einzeln 

in einem Konzentration-Zeit-Diagramm dargestellt. Die Ausgangshypothese war, dass durch 

die hohen GHB-Konzentrationen im Blut das Substrat Succinat-Semialdehyd vermehrt in 

Bernsteinsäure umgewandelt und daher weniger körpereigenes GHB gebildet wird. Die 

zuständigen Enzyme würden daher vermehrt bzw. vermindert synthetisiert und die hierfür 

zuständigen Gene stärker bzw. schwächer exprimiert werden. Dies hätte zur Folge, dass das 

Expressionsniveau des Gens AKR7A2 sinken und im Gegensatz dazu das Expressionsniveau 

des Gens ALDH5A1 steigen würde. Im Allgemeinen zeigten die ermittelten ΔCq-Werte der 
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untersuchten Gene in allen drei Patienten eine Schwankung über den beobachteten Zeitraum. 

Jedoch konnte gezeigt werden, dass nach einem Zeitraum von 12 h die Genexpression in allen 

Patienten für das Gen AKR7A2 sank und für das Gen ALDH5A1 im Vergleich zum 

Ausgangsniveau vor der GHB-Einnahme stieg.  

Zusammenfassend ist zu sagen, dass diese Untersuchung auf dem transdisziplinären 

Gebiet der Toxikogenomik einen potentiellen neuen Ansatz zu Erbringung eines 

komplementierenden forensischen Nachweises einer GHB-Einnahme darstellt. Es konnte 

eine robuste Methode mit empirisch geprüfter Normalisierungsstrategie entwickelt werden. 

Leider zeigten sich die Ergebnisse der ersten Experimente noch als unzureichend. Dennoch 

erscheinen weitere Untersuchungen mit anderen Genen und einem größeren Fallkollektiv 

sinnvoll, um einen geeigneten Marker für eine GHB-Aufnahme zu finden. Hierbei sollte eine 

Probenentnahme schnellstmöglich nach der Einnahme sowie 48 h später erfolgen, wenn 

normale Genexpressionslevels wieder erreicht wurden.  
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9 Diskussion 

In der hier vorliegenden interdisziplinären Arbeit wurden unterschiedliche Ansätze (sowohl 

chemisch-toxikologische als auch genetische Untersuchungen) genutzt, um Möglichkeiten zu 

finden, das Nachweisfenster nach GHB-Gabe zu verlängern.  

9.1 Case Report 
Zunächst wurde jedoch ein Case Report vorgestellt. Ein 6-jähriges Mädchen wurde von ihrem 

Onkel mit GHB betäubt und sexuell missbraucht. Das Mädchen verstarb an den Folgen der 

Tat. Dieser Fall zeigte bereits, dass die Bestätigung einer GHB-Intoxikation post mortem eine 

Herausforderung darstellt. Zahlreiche Beweise müssen vorliegen, die u.a. polizeiliche 

Untersuchungen und chemisch-toxikologische Befunde beinhalten.  

Die chemisch-toxikologischen Untersuchungen wurden in den Matrices Gehirn, 

Leber, Niere, Galle, Herzblut und Glaskörperflüssigkeit durchgeführt. Femoralvenenblut und 

Urin standen leider nicht zur Verfügung. Die Proben wurden während der Obduktion 

gesammelt und zeitnah vermessen. Obwohl eine Lagerung ohne den Stabilisator 

Natriumfluorid erfolgte, konnte dennoch ein Anstieg der GHB-Konzentrationen in den 

unterschiedlichen Matrices aufgrund der unmittelbaren Analyse weitestgehend ausgeschlossen 

werden. Sowohl die Konzentrationen im Herzblut (150 mg/L), im Gehirngewebe 

(110 mg/kg) als auch in der Glaskörperflüssigkeit (58 mg/L) überschritten aktuelle 

Grenzwerte [103,104]. Kintz et al bestimmten die GHB-Konzentrationen im Herzblut von 71 

Leichen, bei denen eine GHB-Intoxikation als Todesursachen ausgeschlossen werden konnte. 

Es wurden Werte im Bereich von 0,4-409 mg/L aufgefunden. Weiterführend bestimmten sie 

auch die GHB-Konzentrationen in den Matrices Glaskörperflüssigkeit und Galle. Letztendlich 

wurde empfohlen, die GHB-Konzentrationen in mehreren Matrices für die Interpretation der 

Todesursache zu betrachten. Sie legten die Grenzwerte für Herzblut und Glaskörperflüssigkeit 

bei 50 mg/L in postmortalen Proben fest [104]. Andresen et al. beurteilten die Festlegung des 

Grenzwertes für Herzblut bei 50 mg/L als unzureichend [90], da auch eine postmortale 

Redistribution zu leicht erhöhten GHB-Konzentration in Herzblut führen kann, wie es in 

bereits veröffentlichtem Fällen demonstriert wurde [130,153]. Andere aus der Literatur 

beschriebene GHB-assoziierte Todesfälle wiesen GHB-Konzentrationen von 66 mg/L bis 

1250 mg/L im Herzblut auf [114]. In dem hier vorliegenden Fall zeigte sich, dass eine GHB-
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Konzentration von 150 mg/L in Herzblut ohne die Ergebnisse der Konzentrationen aus 

anderen Matrices nicht eindeutig für eine GHB-Intoxikation sprechen würde.  

Andere Matrices, die noch zur Interpretation hinzugezogen wurden, sind Gehirn-, 

Leber-, Nierengewebe sowie Gallen- und Glaskörperflüssigkeit, wobei für die beiden letzten 

bereits festgelegte Grenzwerte empfohlen wurden [103,104]. In dem hier vorliegenden Fall 

wurden Konzentrationen von 125 mg/kg in Nierengewebe, 100 mg/kg in Lebergewebe und 

110 mg/kg in Gehirngewebe aufgefunden. Der empfohlene cut-off-Wert von 10 mg/kg für 

Gehirngewebe wurde somit überschritten [103]. Für die Gewebe Niere und Leber sowie für 

Gallenflüssigkeit wurden bisher keine Grenzwerte festgelegt, jedoch zeigten sich die 

ermittelten Konzentrationen in Bereichen von bereits beschriebenen GHB-assoziierten 

Todesfällen [130,153,154]. Hohe GHB-Konzentrationen in anderen Geweben können den 

Verdacht einer Einnahme vor dem Tode unterstreichen.  

9.2 Haaranalyse 
Zur Ergänzung der Ermittlungsergebnisse und / oder zur Begutachtung eines längeren 

Zeitraums kann als alternative Matrix das Haar des Betroffenen auf Drogen oder 

Medikamente untersucht werden [117]. Durch Schweiß oder externe Kontaminationsquellen 

können Drogen und / oder Medikamente ebenfalls ins Haar eingelagert werden [117,155]. Die 

Haarmatrix ist inhomogen und kann je nach Abschnitt unterschiedliche Substanzen in 

verschiedenen Konzentrationen beinhalten. Je nach Länge des untersuchten Haarsegments 

kann ein bestimmter Zeitraum vor dem Konsum untersucht werden.  

GHB als körpereigene Substanz ist sowohl in Kopf- als auch in Bart- oder 

Schamhaaren auffindbar [118,130,156]. In Kopfhaaren finden sich endogene GHB-

Konzentrationen bis zu 3 ng/mg [121]. Eine allgemeine Richtlinie für einen eindeutigen 

Nachweis nach GHB-Einnahme gibt es nicht und auch ein allgemeiner 

Grenzwert / cut-off-Wert konnte bisher nicht festgelegt werden. Es zeigte sich, dass 

endogene GHB-Konzentrationen inter-individuelle Schwankungen aufweisen, jedoch intra-

individuell relativ stabil sind [119]. Daher wurde empfohlen, jedes Individuum als seine eigene 

Kontrolle zu verwenden. Aus den Haarsegmenten, die außerhalb des möglichen Tatzeitraums 

liegen, könnten demzufolge endogene Konzentrationen des Untersuchten bestimmt werden 

[119]. 

In der Literatur wurden bereits Fälle als auch Studien beschrieben, in denen der 

Nachweis einer GHB-Exposition im Haar erbracht werden konnte [119,120,125,130,157]. 
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Anhand der Konzentrationsverhältnisse in den jeweiligen Abschnitten schienen sogar 

Einzelgaben bis zu 4 Wochen nach der Tat im Haar nachweisbar [119,127]. Wang et al. 

untersuchten die Konzentrationen von GHB in Kopfhaaren nach Langzeitkonsum von 

missbräuchlichen Mengen und fanden Werte im Bereich von 461-591 ng/mg [77]. 

Andererseits gibt es auch Untersuchungen die zeigen, dass eine GHB-Aufnahme (n=2;  GHB-

Dosis: 27 und 28 mg/kg) im Haar nicht eindeutig nachweisbar ist [156]. Im Haar ermittelte 

Konzentrationen lagen hier im endogenen Bereich (<0,4 ng/mg) und zeigten sich in den 

untersuchten Abschnitten als relativ stabil.  

Im Fall des sechsjährigen Mädchens waren die aufgefundenen Konzentration höher als 

die aus der Literatur entnommenen endogenen Konzentrationen [119,121]. Konzentrationen 

von 13,6-40,8 ng/mg wurden in den proximalen Abschnitten im Abstand von 0 bis 9 cm von 

der Kopfhaut bestimmt. In den distalen Segmenten sanken die GHB-Konzentrationen. Die 

Aussage des Onkels, er habe angefangen dem Mädchen 8 Monate vor dem Todeszeitpunkt 

GHB zu geben, stimmt so mit den chemisch-toxikologischen Untersuchungen überein. Die 

Haaranalyse konnte dies im Falle der älteren Schwester jedoch nicht bestätigen. Auch hier 

hatte der Onkel ausgesagt, ihr GHB verabreicht zu haben. In den betroffenen Abschnitten 

lagen die GHB-Konzentrationen jedoch alle innerhalb des endogenen Bereichs 

(< 0,9 ng/mg).  

Im Zuge der durchgeführten Studie wurden auch die Haarproben der Narkolepsie-

Patienten gesammelt und deren GHB-Konzentrationen bestimmt. Hier konnten keine 

Konzentrationen außerhalb des endogenen Bereichs detektiert werden. Weder die regelmäßig 

mit GHB behandelten Patienten, die seit 6 und 9 Jahren GHB einnahmen, noch der Therapie-

Einsteiger zeigten vier Wochen nach GHB-Exposition erhöhte Werte in den untersuchten 

Haarabschnitten.  

Da es bisher nicht möglich war, einen festen Grenzwert für die Bestätigung einer 

GHB-Exposition im Haar festzulegen, mussten hierfür andere Wege gefunden werden, um 

den Verdacht einer Aufnahme zu bestätigen. Derzeit gibt es drei Ansätze für die mögliche 

Interpretation einer Haaranalyse auf GHB. Das United Nations Office on Drugs and Crime 

(UNODC) empfiehlt dann von einer GHB-Gabe auszugehen, wenn die Konzentration im 

betroffenen Haarabschnitt („Target-Segment“) das Zehnfache der endogenen Konzentrationen 

übersteigt [126]. Bertol et al. sehen ein mögliches Indiz für eine GHB-Einnahme, wenn die 

Haarprobe ein Verhältnis von 4,45:1 (einen Monat nach der Tat; Konfidenzintervall 95 %) 



Diskussion 
 

122 
 

und / oder 3,35:1 (zwei Monate nach der Tat; Konfidenzintervall 95 %) zwischen Target-

Segment und endogenem Bereich aufweist [127]. Sie untersuchten die Haarproben von 12 

Freiwilligen, welche GHB-Dosen von 25 mg/kg einnahmen. Haarproben wurden direkt sowie 

ein und zwei Monate später gesammelt. Anschließend wurde die Methode an einem realen Fall 

angewendet. Kintz nutzte die Kontamination mit Schweiß als Hilfsmittel zur Identifizierung 

einer GHB Exposition im Haar [128]. Er postulierte, dass das eingenommene GHB 

möglicherweise durch Schweiß oder Talg an das Haar abgesondert wird, dadurch eine 

Kontamination in den ersten proximalen Abschnitten nahe der Kopfhaut verursacht und in 

diesen Segmenten zu erhöhten GHB-Konzentrationen führt. Jedoch kann Talg auch über den 

Haarstrang verteilt werden und auch andere Abschnitte kontaminieren. Nun sollten speziell in 

den proximalen Abschnitten die durch Kontamination erhöhten GHB-Konzentrationen für 

eine GHB-Gabe sprechen. Daher durfte die Haarprobe für diese Untersuchungen weder nach 

der Einnahme noch während der Probenaufarbeitung gewaschen werden. Ein Grenzwert 

wurde bei 20 ng/mg festgelegt. Kintz konnte anhand dieses Ansatzes die Einnahme von GHB 

nach Einzelgabe (GHB: 25 mg/kg) und im Falle eines Vergewaltigungsopfers in den 

jeweiligen Haarproben nachweisen [128]. 

In dem uns vorliegenden Fall des missbrauchten Mädchens wurde die GHB-

Einnahme durch die Richtlinien der UNODC bestätigt, indem das zehnfache der endogenen 

Konzentrationen in den proximalen Segmenten ermittelt wurde, und auch das Verhältnis nach 

Bertol et al. konnte anhand des Basallevels (2,1 ng/mg) und der Target-Segmente berechnet 

werden (Bereich der berechneten Verhältnisse: 6,5-19,4) [126,127]. Zusätzlich wurde nach der 

Hypothese von Kintz der empfohlene Grenzwert von 20 ng/mg in den ersten sechs 

Haarsegmenten überschritten [128]. Die hohen Konzentrationen in den ersten Segmenten 

könnten daher auch auf eine Schweiß- bzw. Talgkontamination zurückgeführt werden 

[119,120].  

Im Gegensatz dazu zeigte sich weder in den Haarproben der Narkolepsie-Patienten 

noch in der Haarprobe der älteren Schwester des Missbrauchs-Opfers eine Anwendbarkeit 

dieser drei Ansätze. Die GHB-Konzentrationen wurden in allen Segmenten im endogenen 

Bereich detektiert. Außerdem konnte die Berechnung der Verhältnisse nach Bertol et al. oder 

auch die Bestimmung der Kontaminationen nach Kintz die GHB-Einnahme nicht bestätigen 

[127,128]. Im Falle der Narkolepsie-Patienten schien es als würde eine GHB-Einnahme in 

therapeutischen Dosen nicht zu einer Erhöhung der Konzentrationen in den Haarproben der 

Patienten führen. Die Ergebnisse zeigten auch, dass vermutlich inter-individuelle Unterschiede 
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bei der Inkorporation von GHB in Haaren existieren. Jedoch sind weitere Untersuchungen 

notwendig um dies zu bestätigen.  

Zusätzlich wurde anhand der Haarproben der Narkolepsie-Patienten überprüft, ob 

Unterschiede in den Konzentrationen des Stoffwechselprodukts GHB-Gluc zwischen 

chronischer GHB-Einnahme und Einmalgabe existieren. Hierfür wurden die Konzentrationen 

des GHB-Stoffwechselprodukts GHB-Gluc in den Haarproben bestimmt. Die 

Konzentrationen von GHB-Gluc lagen innerhalb des aus der Literatur beschriebenen 

endogenen Bereichs < 0,48-1,23 ng/mg [77] und bestätigten die Ergebnisse von Busardo et 

al., welche auch die GHB-Gluc Konzentrationen eines Narkolepsie-Patienten nach GHB-

Einnahme im Haar bestimmten [124]. Es konnte kein signifikanter Unterschied in den 

Konzentrationen von GHB-Gluc zwischen chronischer GHB-Einnahme und GHB-

Einzelgabe festgestellt werden. Des Weiteren wurde untersucht, ob mögliche Waschschritte 

die Analyse beeinflussen. Die Haarproben wurden daher sowohl mit als auch ohne vorherigen 

Waschschritt aufgearbeitet. Es zeigte sich, dass durch das Waschen der Haarproben während 

der Probenaufarbeitung, die GHB-Konzentrationen leicht sanken. Die Konzentrationen von 

GHB-Gluc blieben stabil. Die Untersuchungen demonstrierten, dass die Analyse von 

Haarproben die Ermittlungsbefunde ergänzen können, jedoch mit den Ergebnissen aus 

anderen Matrices verglichen werden sollten.  
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9.3 Methodenentwicklung, Validierung und Stabilität  
Die von Auftraggebern für forensisch-toxikologische Untersuchungen am häufigsten 

verwendeten Matrices sind Plasma und Urin. Innerhalb der Studie sollten gesammelte Plasma- 

und Urinproben der Narkolepsie-Patienten auf die Konzentrationen der GHB-

Stoffwechselprodukte GHB-Gluc und GHB-Sulf untersucht werden, um zu überprüfen, ob 

anhand der aufgefundenen Konzentration die Nachweisbarkeitsdauer einer GHB-Einnahme 

verlängert werden kann.  

9.3.1 Methodenentwicklung und Validierung 
Für die Bestimmung von GHB-Gluc und GHB-Sulf musste zunächst eine Methode in diesen 

Matrices erstellt und validiert werden. Die Methode wurden an einem LC-QTOF-MS Gerät 

entwickelt und nach den Richtlinien der GTFCh validiert [145]. Da die Richtlinien konzipiert 

wurden, um Methoden an einem Tandem-Massenspektrometer (MS/MS) zu validieren, 

musste für die Validierung einer QToF-MS Methode an manchen Stellen Änderungen 

vorgenommen werden. So wurden Bestimmungs- (LOQ) und Nachweisgrenzen (LOD) sowie 

Linearität nicht anhand von Target und Qualifier Ionen im multiple reaction monitoring mode 

bestimmt, sondern anhand des Peaks der exakten protonierten Muttersubstanz.  

Bereits Petersen et al beschrieben den Metaboliten GHB-Gluc und bestimmten dessen 

Konzentrationen in Urinproben [76]. Sie bestätigten die Linearität in einem gewählten 

Konzentrationsbereich von 0,1-10 mg/L. Erste Messungen zeigten jedoch, dass endogene 

Konzentrationen von GHB-Gluc diesen Bereich unter- bzw. überschritten. Daher wurde für 

diese Methode ein Konzentrationsbereich von 0,025-20 mg/L untersucht und auf Linearität 

validiert. Für die Bestimmung von GHB-Sulf im Urin deckten die Kalibratoren einen 

Konzentrationsbereich von 0,1-1,0 mg/L ab. In den Plasmaproben wurde lediglich GHB-

Gluc in geringen Konzentrationen detektiert. Hier wurde ein Konzentrationsbereich von 0,01-

0,5 mg/L untersucht und dessen Linearität bestätigt. GHB-Sulf konnte vermutlich aufgrund 

von ungenügender Sensitivität im Plasma nicht detektiert werden.  

Die Parameter Linearität, LOD und LOQ, Genauigkeit, Labor- und 

Wiederholpräzision sowie Matrixeffekte wurden in Plasma- und Urinproben bestimmt. Es 

konnten gute Ergebnisse für die Linearität mit LOQs von 0,006 mg/L für GHB-Sulf und 

0,008 mg/L für GHB-Gluc ermittelt werden. Petersen et al bestimmten die Nachweisgrenze 

anhand des Signal-Rausch-Verhältnisses und erhielten einen Wert von 0,1 mg/L [76].  
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Wiederfindungsrate und Matrix-Effekte wurden nach dem Verfahren von 

Matuszweski et al. getestet [158]. Die Wiederfindungsrate konnte zwischen 51,7 und 108 % 

für alle Verbindungen bei niedrigen und hohen Konzentrationen in Plasma- und Urinproben 

bestimmt werden. Ein sogenanntes „Ion Enhancement“ mit hohen Matrixeffekten von 174 bis 

164 % konnte für niedrige und hohe Konzentrationen in Plasmaproben beobachtet werden. 

Im Urin wurde eine „Ion Suppression“ mit niedrigen Matrixeffekten von 14 und 10 % für GHB-

Gluc sowie 60,3 und 52 % für GHB-Sulf beobachtet. Die Ergebnisse von Petersen et al 

wurden hiermit bestätigt [76]. Ermittelte hohe relative Standardabweichungen ließen auf große 

Unterschiede der Matrixeffekte zwischen den unterschiedlichen Seren oder Urinen schließen. 

Für die Aufarbeitung von Urinproben wurde die „dilute and shoot“-Methode gewählt. Diese 

hatte den Nachteil, dass die Anzahl der Fremdbestandteile nicht minimiert wurde, sondern die 

Probe lediglich verdünnt wurde. Dennoch war diese Methode gut geeignet, um eine 

Aufarbeitung mit hoher Ausbeute zu erhalten, was bei polaren Substanzen immer eine 

Herausforderung darstellt. Um das Problem der Matrixeffekte zu umgehen, wurden 

deuterierte interne Standards der Analyten verwendet. Diese zeigten die gleichen Matrixeffekte 

und kompensierten somit die Veränderungen der Signalintensität.  

Präzision und Genauigkeit wurden anhand von internen Qualitätskontrollen mit 

niedrigen und hohen Konzentrationen von GHB-Gluc und GHB-Sulf überprüft und lagen 

innerhalb der vorgegebenen Bereiche gemäß den Richtlinien der Fachgesellschaft GTFCh.  

9.3.2 Stabilität 

Ein weiterer wichtiger Punkt während der Validierung einer Methode ist die Überprüfung der 

Stabilität der Komponenten in der Matrix. Da Plasma- und Urinproben nicht immer direkt 

nach der Abnahme analysiert werden können, ist es essentiell zu testen wie stabil die 

Substanzen unter unterschiedlichen Lagerungsbedingungen sind. Petersen et al. untersuchten 

bereits die Stabilität des Metaboliten GHB-Gluc unter nasschemischen Bedingungen [159]. 

Hierfür wurde ein Puffersystem genutzt, welches den normalen pH-Bereich im Urin 

widerspiegeln sollte (pH=4,6-8). Die Temperaturen variierten zwischen 18 und 90 °C. Die 

Stabilität wurde mit Hilfe eines NMR-Spektrometers überwacht. Es zeigte sich, dass GHB-

Gluc in der Puffer-Lösung über den gesamten Temperaturbereich stabil war [159]. Außerdem 

untersuchte Petersen et al. die Stabilität einer wässrigen GHB-Gluc-Lösung (10 mg/L) unter 

stark alkalischen (3 M Natriumhydroid) sowie sauren (4 M Salzsäure) Bedingungen. Die 

Lösung wurde zusätzlich 15 min lang autoklaviert. GHB-Gluc war unter den alkalischen 
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Bedingungen stabil, wurde jedoch im sauren Milieu nach Autoklavierung komplett degradiert 

[159]. 

Die Stabilität der Metabolite wurde sowohl in Plasma als auch in Urinproben, die mit 

GHB-Gluc und GHB-Sulf versetzt wurden, sowie in realen Blut- und Urinproben, welche 

hohe Konzentrationen der Metabolite aufwiesen, untersucht und über einen Zeitraum von 

31 Tagen überwacht. Die Proben wurden im Dunkeln bei Raumtemperatur, 4 °C und -20 °C 

gelagert. Hierbei erwies sich GHB-Gluc über den gesamten Zeitraum unabhängig von den 

Lagerungsbedingungen und der Matrix als äußerst stabil. Die Konzentrationen von GHB-Sulf 

waren am stabilsten, wenn die Proben bei -20 °C gelagert wurden. Eine beträchtliche 

Degradation dieser Substanz konnte während der Lagerung bei Raumtemperatur und in 

niedrigen Konzentrationen bei 4 °C festgestellt werden. Diese Beobachtungen stimmten mit 

der generell dokumentierten Stabilität von sulfatierten Phase-II-Metaboliten überein [143].  

9.3.3 GHB-Isomere und weitere Glucuronide 
Neben GHB existieren physiologisch noch zwei andere Isomere der Hydroxybuttersäure: 

AHB (α-Hydroxybuttersäure) und BHB (β-Hydroxybuttersäure). AHB ist eine organische 

Säure, die beim Katabolismus der Aminosäuren Methionin und Threonin sowie beim 

Anabolismus von Glutathion entsteht. Es wird aus α-Ketobutyrat gebildet und zu Propionyl-

CoA und Kohlenstoffdioxid verstoffwechselt [160]. BHB ist ein Ketonkörper und wird 

vermehrt bei diabetischen Stoffwechselentgleisungen gebildet [161]. Ob diese Substanzen die 

Quantifizierung von GHB beeinflussten bzw. störten, wurde überprüft, indem gespikte 

Serumproben mit derselben Methode vermessen wurden. Unterschiedliche Retentionszeiten 

im Serum (AHB: 3,31 Min; BHB: 3,45 Min; GHB: 3,92 Min) und die vollständige Validierung 

der Methode schlossen eine mögliche Verfälschung der Ergebnisse durch die Isomere AHB 

und BHB aus [70].  

Eine weitere Überlegung war, ob diese Isomere endogen auch in glucuronidierter 

Form vorkommen. Allgemein sind sekundäre Alkohole für das Enzym UDP-

Glucuronosyltransferase schlechtere Substrate. Daher würde eine Glucuronidierung dieser 

Isomere am alkoholischen Rest nur in einem geringeren Anteil erfolgen [162]. Dennoch wurde 

kein Experiment durchgeführt, welches die chromatographische Trennung dieser potentiellen 

Konjugate erfasste.  

Zusätzlich könnten für GHB noch andere Glucuronide existieren, da sowohl der 

alkoholische als auch der carboxylische Rest glucuronidiert werden könnte und auch eine 
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zweifach glucuronidiert Form von GHB wäre möglich, die massenspektrometrisch 

unterschieden werden könnten. Da Acyl-Glucuronide jedoch weniger stabil sind und zur 

Migration innerhalb des Moleküls neigen, würde vermutlich eher der alkoholische Rest von 

GHB glucuronidiert werden. Die Synthese könnte zu einem Mix aus bis zu vier Acyl-

Glucuroniden führen [163]. In diesem Ausscheidungsexperiment wurden jedoch nur 

Konjugate untersucht, die mit dem alkoholischen Rest verbunden sind. Weitere 

Untersuchungen könnten sich mit Acyl-Glucuroniden von GHB, weiteren sulfonierten 

Verbindungen sowie anderen Degradationsprodukten beschäftigen.  

9.4 Ausscheidungsexperiment und endogene Konzentrationen 
Interessant war es nun zu untersuchen, in welchen Bereichen die endogenen Konzentrationen 

von GHB und dessen Metaboliten GHB-Gluc und GHB-Sulf in Plasma- und Urinproben 

liegen und wie diese sich verhalten, wenn GHB therapeutisch eingenommen wurde. Hierfür 

wurden die Proben von Narkolepsie-Patienten, die therapeutisch GHB einnehmen, und von 

49 Freiwilligen, die versicherten, noch nie GHB eingenommen zu haben, untersucht.  

9.4.1 Endogene Konzentrationen 
In der Literatur wurden endogene Konzentrationen von GHB jeweils bis zu 3,2 mg/L und bis 

zu 5,75 mg/L in Plasma- und Urinproben bestimmt (Andresen et al. 2010; Elian 2002). In 

dem von uns zusammengestellten Kontrollkollektiv wurden endogene GHB-Konzentrationen 

von 2 mg/L in beiden Matrices nicht überschritten. Die Untersuchung der Proben des 

Kontrollkollektivs (n=49) auf den Phase-II-Metaboliten GHB-Gluc ergaben, dass dessen 

endogene Plasmakonzentrationen im Bereich von 0,11-0,67 mg/L lagen. Bisher wurden keine 

weiteren endogenen Konzentrationen von GHB-Gluc in Plasmaproben veröffentlicht. 

Endogene Konzentrationen des Metaboliten im Urin konnten zwischen 0,16-7,1 mg/L 

bestimmt werden. Die aufgefundenen Werte sind kongruent mit den Untersuchungen von 

Petersen et al., welche endogene GHB-Gluc Konzentrationen im Bereich von 0,11-5 mg/L in 

Urinproben (n=50) beschrieben.  

Zusätzlich wurde der Einfluss der gesammelten demographischen Daten (Geschlecht, 

Alter, BMI, Ko-Medikation, Alkoholabstinenz und aktueller gesundheitlicher Zustand) auf die 

endogenen Konzentrationen von GHB-Gluc in Plasma- und Urinproben des 

Kontrollkollektivs untersucht. Die statistische Auswertung ergab keinen signifikanten 

Unterschied zwischen den ermittelten Plasmakonzentrationen abhängig von den getesteten 

Parametern. Im Urin konnte ein statistisch signifikanter Unterschied für die Parameter 
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Geschlecht und BMI bei Ausführung des Mann-Whitney-U-Test innerhalb der 

Kontrollgruppe beobachtete werden, jedoch konnte kein Unterschied beim Vergleich 

zwischen Kontrollkollektiv und Fallkollektiv gezeigt werden. Einen Trend zur Signifikanz ließ 

sich beim Vergleich zwischen hohen BMI-Werten (>25) und kleinen BMI-Werten im Urin 

erkennen. Allerdings konnte der Pearson Korrelationstest dies nicht bestätigen (r=0.36; 

p=0.11). Die Ergebnisse sind mit den Beobachtungen von Crunelle et al. konform, welche den 

Einfluss des BMI auf die Ethylglucuronid-Konzentrationen beschreiben und zeigen, dass 

BMI-Werte über 25 zu höheren Konzentrationen in Haarproben führen können [164].  

Für die Untersuchungen der endogenen Konzentrationen von GHB-Sulf wurde ein 

Kontrollkollektiv aus den Urinproben von Athleten (n=100) zusammengestellt. Die 

ermittelten Werte lagen alle oberhalb der Bestimmungsgrenze von 0,006 mg/L und in einem 

Bereich von 0,009 bis 11,5 mg/L. Die Konzentrationen von GHB-Gluc wurden ebenfalls in 

den Proben der Athleten detektiert und in einem Bereich von 0,5 bis 19,8 mg/L bestimmt. 

Wie auch schon für GHB-Gluc gezeigt, konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den 

GHB-Sulf-Konzentrationen abhängig vom Geschlecht festgestellt werden (Mann-Whitney-U-

Test). Um den möglichen Einfluss der hohen körperlichen Arbeitsbelastung der Athleten auf 

die GHB-Sulf-Konzentrationen im Urin zu testen, wurden die ermittelten Werte der Athleten 

mit den Werten von weiblichen und männlichen Studenten (n=49; <LOQ-13,8 mg/L) 

verglichen. Es konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Die ermittelten Werte 

für GHB-Sulf zeigten zunächst keine Normalverteilung. Diese wurde schließlich erzielt, indem 

eine logarithmische Transformation durchgeführt wurde. Durch die Addition der dreifachen 

Standardabweichung zu dem berechneten Mittelwert des Kontrollkollektivs konnte schließlich 

ein 99,7 %iges Referenzlimit bei einem Wert von 66 mg/L für GHB-Sulf im Urin berechnet 

werden, was bedeutet das 99,7 % der aufgefundenen GHB-Sulf Konzentrationen der 

Stichproben einer Grundgesamtheit unterhalb dieses Werts liegen.   

Brailsdorf et al. normalisierten die aufgefundenen GHB-Konzentrationen auf die 

spezifische Dichte in einem Kollektiv von 1126 weiblichen Probanden, um den Einfluss der 

Urinverdünnung auf die GHB-Konzentrationen zu untersuchen. Es konnte nur eine geringe 

Veränderung des Mittelwerts und des Konzentrationsbereichs beim Vergleich der Werte vor 

und nach der Dichtekorrektur beobachtet werden [97]. In dem Kontrollkollektiv der Athleten 

wurden geringe jedoch hoch signifikante Korrelationen zwischen der spezifischen Dichte und 

der Konzentrationen der Metabolite mit Werten von R2=0,13, p<0,001 für GHB-Sulf und 

R2=0,30, p<0,001 für GHB-Gluc beobachtet. Nach der Normalisierung der Konzentrationen 
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auf die spezifische Dichte wurden die Referenzlimits (99,7 %) neu berechnet. Für GHB-Sulf 

ergab sich nun ein Wert von 56 mg/L und für GHB-Gluc konnte das Referenzlimit von 41 

auf 24 mg/L gesenkt werden. Für die weiteren Untersuchungen auf dem Gebiet der 

Metabolomics wurden daher die nach der spezifischen Dichte-korrigierten Konzentrationen 

verwendet.  

Des Weiteren wurde untersucht, ob die Konzentrationen der beiden Phase-II-

Metabolite nicht nur gut mit der Dichte der Urinprobe, sondern auch gut miteinander 

korrelieren. Interessanterweise war dies nicht der Fall. Die ermittelten R2 waren gleich null mit 

einem p-Wert > 0,4. Im Gegensatz dazu, ist aus der Literatur zu entnehmen, dass die beiden 

Phase-II-Metaboliten anderer kleiner Moleküle wie Ethanol gut korrelierten [165]. Auch für 

andere endogene Komponente wie Steroide, besonders Androsteron und Etiocholanolon, 

konnte eine hohe Signifikanz ermittelt werden [166,167]. Die schlechte Korrelation zwischen 

GHB-Sulf und GHB-Gluc, konnte mit den hier vorliegenden Daten bisher nicht erklärt 

werden.  

9.4.2 Konzentrationen nach GHB-Einnahme 
Die Pharmakokinetik von GHB wurde in einigen Studien bereits beschrieben (siehe Kapitel 

1.3.2 Pharmakokinetik) [22,43,54,55,57]. Busardo et al. untersuchten die Plasma- (n=4) und 

Urinproben (n=3) von insgesamt sieben unterschiedlichen Narkolepsie-Patienten auf die 

Substanzen GHB, GABA, GBL und GHB-Gluc. Die eingenommene Menge an 

Natriumoxybat lag zwischen 2,5 und 4 g. Plasma- und Urinproben wurden jeweils 1,5 h und 

2 h nach GHB-Einnahme gesammelt. Die ermittelten GHB-Konzentrationen lagen zwischen 

8,15-32,35 mg/L im Plasma. Im Urin wurden Konzentrationen bis zu 86,5 mg/L 

aufgefunden. Die Substanzen GABA und GBL wurden in Spuren oder unterhalb der LOD 

bestimmt. Das Stoffwechselprodukt GHB-Gluc wurde nur in einer Urinprobe mit einer 

Konzentration von 0,62 mg/L detektiert. In den restlichen Plasma- und Urinproben sei GHB-

Gluc schwer zu detektieren gewesen, was sicherlich auch an den höheren LODs (0,2 mg/L) 

und LOQs (0,5 mg/L) der verwendeten Methode lag [124]. 

Die Ergebnisse unseres Ausscheidungsexperiments stimmten mit den Ergebnissen 

dieser Studie überein. Konzentrationen von GHB und dessen Glucuronid wurden nach 

Einnahme von Natriumoxybat (P1 und P2: 1,86 g bzw. P3: 2 g GHB; GHB bezogen auf das 

Körpergewicht P1: 29,06 mg/kg, P2: 27,76 mg/kg, P3: 21,7 mg/kg) untersucht. Hierfür 

wurden Plasma- und Urinproben vor und bis zu 72 h nach der Einnahme gesammelt. 
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Maximale GHB-Konzentrationen wurden in Höhe von 73,1 und 254 mg/L in Plasma- und 

Urinproben bestimmt. Anschließend sanken die Konzentrationen entsprechend einer 

Eliminationskinetik erster Ordnung. Nach 4 und 6 h wurden GHB-Konzentrationen 

unterhalb der üblichen Grenzwerte in den gesammelten Plasma- und Urinproben 

aufgefunden. Alle Testpersonen zeigten die gleichen pharmakokinetischen Profile.  

Des Weiteren wurde untersucht, wie sich die Konzentrationen des Phase-II-

Metaboliten GHB-Gluc nach GHB-Einnahme in Plasma- und Urinproben verhielten, mit 

dem Ziel, das Nachweisfenster anhand ansteigender und aufgrund der Metabolisierung später 

eliminierte GHB-Gluc Konzentrationen zu verlängern. Im Gegensatz zu den bereits oben 

beschriebenen Ergebnissen von Busardò et al. [124], konnte die Substanz GHB-Gluc in allen 

Plasma- und Urinproben des Ausscheidungsexperiments detektiert werden. Leider konnte 

kein signifikanter zeit-abhängiger Anstieg der GHB-Gluc-Konzentrationen nach GHB-

Exposition in den Proben der Patienten festgestellt werden. Die Konzentrationen der 

Narkolepsie-Patienten P2 und P3 lagen innerhalb des endogenen Bereichs des 

Kontrollkollektivs mit Werten jeweils in Bereichen von 0,008-0,015 mg/L und 0,19-

6,74 mg/L in Plasma und Urin. Die Konzentrationen, die in den Proben des Patienten P1 

bestimmt wurden, lagen höher als die Werte der Kontrollgruppe, sowohl in Plasma- als auch 

in den Urinproben (Plasma: 0,044-0,068 mg/L; Urin: 5,71-12,72 mg/L). Anschließend wurden 

die aufgefundenen GHB-Gluc-Konzentrationen im Urin der Narkolepsie-Patienten auf die 

Werte der körpereigenen Substanz Kreatinin in den jeweiligen Proben des Kontrollkollektivs 

normalisiert. Nun lagen die GHB-Gluc-Werte von P1 innerhalb der Werte des 

Kontrollkollektivs, genau genommen oberhalb von 75 % der ermittelten Konzentrationen, 

jedoch unterhalb der gemessenen maximalen Konzentrationen. Bereits vor der GHB-

Einnahme zeigte die Narkolepsie-Patientin P1 erhöhte GHB-Gluc-Konzentrationen in 

Plasma- und Urinproben, obwohl diese drei Tage vor dem Experiment auf die Einnahme des 

Medikaments verzichtete. Diese Ergebnisse könnten auf eine hohe Aktivität des Enzyms 

UDP-Glucuronosyltransferase zurückgeführt werden.  

Patientin P2 wurde ebenfalls regelmäßig mit Natriumoxybat behandelt und nahm eine 

Gesamtdosis von 7 g (≙ 6,51 g GHB; 97,1 mg/kg) aufgeteilt in zwei Portionen pro Nacht ein. 

18 h vor der Teilnahme an dem Ausscheidungsexperiment verzichtete sie auf die Einnahme. 

P2 zeigte keine erhöhten GHB-Gluc-Konzentrationen in den untersuchten Plasmaproben. 

Die ermittelten Konzentrationen von P2 waren über den beobachteten Zeitraum in den 
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Plasma- und den normalisierten Urinproben stabil. Wurden die Konzentrationen ohne die 

Normalisierung auf Kreatinin im Urin betrachtet, konnte man einen leichten Anstieg der 

GHB-Gluc-Konzentrationen in den Urinproben des Fallkollektivs beobachten. Maximale 

Konzentrationen wurden in den Proben der Patienten P1 und P3 nach 6 h beobachtet. 

Aufgrund einer großen Wasseraufnahme waren die Urinproben des Patienten P2 zu den 

Zeitpunkten „2 und 4 h nach Einnahme“ stark verdünnt, was zu geringen Konzentrationen 

von GHB-Gluc und Kreatinin in diesen Proben führte. Obwohl ein Anstieg der GHB-Gluc-

Konzentrationen in den Urinproben der drei Narkolepsie-Patienten festgestellt werden 

konnte, lagen die Konzentrationen nach Normalisierung innerhalb des endogenen 

Konzentrationsbereichs des Kontrollkollektivs ohne GHB-Exposition.  

Die Untersuchungen von GHB-Sulf nach der Einnahme von 2,25 g Natriumoxybat in 

den Urinproben der Narkolepsie-Patienten zeigten einen signifikanten Anstieg der 

Konzentrationen in allen drei Patienten. Verglichen mit den ermittelten Urinkonzentrationen 

vor der Aufnahmen, waren diese (P2) doppelt oder sogar zehn bis 14-mal so hoch wie die 

initialen Werte (P3 und P1). In beiden Patienten mit chronischer Einnahme (P1 und P2) 

wurden maximale Konzentrationen zwischen 6 und 8 h nach Applikation aufgefunden, 

während in den Proben des Therapieeinsteiger (P3) der sofortige Anstieg der GHB-Sulf-

Konzentrationen beobachtet werden konnte. Die initiale Konzentration der Narkolepsie-

Patienten vor der Aufnahme reichten von 0,1 bis 1,0 mg/L. Obwohl die höchste ermittelte 

Konzentration nach GHB-Gabe, aufgefunden in P3, einen Werte von 7,7 mg/L hatte, 

überstieg diese nicht das aus dem Kontrollkollektiv berechnete Referenzlimit von 56 mg/L 

und den endogenen Konzentrationsbereich von 0,009-11,5 mg/L. Auch innerhalb der 

Kontrollgruppe - der Personen die kein GHB erhalten haben - konnte vergleichbare 

Konzentrationen von GHB-Sulf gelegentlich detektiert werden.  

Die in den nach der Einnahme asservierten Probenmaterialien Plasma und Urin 

ermittelten Konzentrationen von GHB-Gluc und GHB-Sulf stellten sich somit als 

Beweismittel für die Klärung einer GHB-assoziierten Straftat als schwierig bis ungeeignet dar. 

Um eine GHB-Einnahme anhand der ermittelten Konzentrationen nachzuweisen, hätten die 

Werte oberhalb der endogenen Konzentrationen des Kontrollkollektivs liegen müssen. 

Aufgrund dieser Ergebnisse konnte kein geeigneter Grenzwert für die Metabolite in Plasma 

und Urin festgelegt werden. Der Anstieg der Konzentrationen von GHB-Gluc und GHB-Sulf 

nach GHB-Einnahme bestätigten jedoch die Identifikation als Stoffwechselprodukte von 

GHB. Die Substanzen werden vermutlich als sekundäre Stoffwechselprodukte während der 
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Metabolisierung von GHB gebildet. Aufgrund des deutlichen Anstiegs von GHB-Sulf nach 

GHB-Einnahme ist auch hier die Bestimmung eines individuellen Grenzwertes, wie schon im 

Bereich Haaranalytik vorgeschlagen, anhand des Vergleichs der Urin-Konzentrationen zeitnah 

zum Vorfall mit endogenen GHB-Sulf-Konzentrationen aufgefunden in später gesammelten 

Urinproben der betroffenen Person, eine Überlegung wert.  

9.5 Metabolomics 
Nachdem die Konzentrationen beider Phase-II-Metaboliten sich zur Verlängerung des 

Nachweisfensters nach GHB-Gabe nicht ausreichend eigneten, wurde ein anderer Ansatz 

getestet. Wie die Untersuchungen demonstrierten, wurde durch die Korrektur mit der 

spezifischen Dichte die Verteilung der aufgefundenen Konzentrationen im Urin verbessert 

und die Referenzlimits der Kontrollgruppe gesenkt. Alternativ wurde nun überprüft, ob eine 

endogene Komponente im Urin, welche entsprechend gut mit GHB-Gluc und GHB-Sulf 

korreliert, eine mehr Analyt-spezifische Normalisierung der gemessenen Konzentrationen 

ermöglichen könnte. Diese Methode hat sich bereits bei der Kontrolle auf dopingrelevante 

Substanzen bewährt, z. B. um hohe nicht-physiologische Konzentrationen von Testosteron in 

den analysierten Proben aufzudecken [149,150]. Das Ziel der Untersuchung war es, einen 

endogenen Kandidaten innerhalb der Referenzpopulation (= Kontrollgruppe) zu finden, 

welcher eine gute und hoch-signifikante Korrelation zu beiden GHB-Metaboliten zeigt. 

Anschließend wurde die Anwendbarkeit dieses Features an dem hier vorliegenden 

Ausscheidungsversuch getestet. Für diese Untersuchung bildeten die bereits erwähnten 

Urinproben der Athleten (n=100) die Referenzpopulation mit endogenen Konzentrationen 

jeweils in Bereichen von 0,009 bis 11,5 mg/L (GHB-Sulf) und von 0,5 bis 19,8 mg/L (GHB-

Gluc).  

9.5.1 Referenzpopulations-basierende Ergebnisse  
Innerhalb der Referenzpopulation wurden mehr als 10.000 Features, d.h. chromatographische 

Peaks mit einer definierten Masse und Retentionszeit, in allen Proben ermittelt. Beim Abgleich 

aller Proben blieben weniger als 100 Features übrig, die in allen Proben präsent waren - eine 

Grundvorrausetzung war, dass nur endogenen Substanzen betrachtet wurden. Alle Features 

wurden vorübergehend durch die Anwendung der Metlin_AM_PCDL Datenbank von Agilent 

und durch die Berechnung der chemischen Formeln anhand der gemessenen akkuraten 

Massen identifiziert. Nachdem die bisher bekannten endogenen Komponenten wie zum 
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Beispiel Steroide vorher ausgeschlossen wurden, blieben 15 Features für weitere 

Untersuchungen bezüglich deren Proportionen zu GHB-Gluc und GHB-Sulf übrig.  

Die vielversprechendste Korrelation war das Feature mit einem Masse-zu-

Ladung-Verhältnis (m/z) von 320,0618 (F320), welche bei einer Retentionszeit von 6, min 

eluierte und eine signifikante Korrelation zu beiden Metaboliten zeigte. Hierbei wurden 

entweder die Konzentrationen im Urin oder die gemessenen Peakflächen zur Berechnung 

verwendet. Die Ergebnisse waren jedoch in beiden Fällen ähnlich. Zur Vereinfachung wurden 

die Fläche verwendet. Die ermittelten Korrelation von GHB-Sulf zu F320 war schwach 

(r=0,28), aber signifikant (p<0,01); die Korrelation von GHB-Gluc zu F320 war ausgeprägter 

(r=0,57, p<0,001). Innerhalb der Referenzpopulation zeigte das Verhältnis GHB-Gluc/F320 

eine Normalverteilung nach Logarithmierung der Daten. Die enge Verteilung erlaubte die 

Berechnung des Referenzlimits (99,7 %) mit einem Wert von 40,8. Die ermittelten Werte des 

Verhältnisses GHB-Sulf/F320 waren bimodal verteilt. Sie zeigten eine hohe Variabilität und 

reichten von 1,8 bis 525 innerhalb der untersuchten Population. Daher war eine ähnliche 

Berechnung des Referenzlimits hier nicht möglich.  

9.5.2 Anwendung im Ausscheidungsversuch  

Wie bereits oben erwähnt, eignen sich die Konzentrationen der GHB-Metabolite in Plasma 

und in Urin nicht zum Nachweis einer GHB-Einnahme. Auch GHB lässt sich in diesem 

Ausscheidungsexperiment nur bis zu 4 und 6 h in erhöhten Konzentrationen im Plasma und 

Urin nachweisen. Nach Berechnung der Verhältnisse GHB-Sulf zu F320 lässt sich in den 

Proben aller Narkolepsie-Patienten einen Anstieg der Werte beobachten. Hierbei zeigte 

Patient P3 den deutlichsten Anstieg, wie auch schon bei der Bestimmung der Konzentrationen 

im Urin gesehen werden konnte. Im Gegensatz dazu waren die Werte der chronischen GHB-

Patienten eher gering. Dennoch waren alle aufgefundenen Verhältnisse auch nach der 

Applikation innerhalb des ermittelten Bereichs der Kontrollgruppe.  

Die Anwendung der Verhältnisse GHB-Gluc/F320 demonstrierte ein interessantes, 

jedoch zweideutiges Ergebnis. Die Ausscheidungsprofile der Personen, die häufig GHB 

einnahmen, glichen sich nach der Einnahme von GHB bis zu einem maximalen Wert nach 

12 h an und überschritten auch den Populations-basierenden Grenzwert von >45. In Plasma 

und Urin konnte über diese Methodik die GHB-Einnahme nur 4 bis 6 h nach der Applikation 

in beiden Patienten nachgewiesen werden. Der dritte Patient nahm GHB zum ersten Mal ein 

und zeigte ein deutlich anderes Profil mit einem moderaten Anstieg der Werte bis zu 8 h nach 
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Applikation. Außerdem wurde kein Wert oberhalb des Grenzwertes (>45) ermittelt. Beide 

Patienten mit regelmäßiger GHB-Einnahme zeigten ein ähnliches Ausscheidungsprofil. Die 

Hypothese war nun, dass F320 in den endogenen Metabolismus von GHB involviert sei, was 

zu einer weiteren Untersuchung dieses Features führte.  

9.5.3 Die Zuordnung von F320 als β-Citryl Glutaminsäure 
Der erste Schritt, der zur Identifikation von F320 führte, war die Berechnung der möglichen 

molekularen Zusammensetzung. Ausgehend vom deprotonierten Molekül mit dem 

Masse/Ladungsverhältnis (m/z) 320,0618 wurden QToF-Massenspektren der Produktionen 

bei verschiedenen Kollisionsenergien erstellt. Anhand des Masseunterschieds zwischen dem 

deprotonierten Molekül und der Produktionen war zu erkennen, dass das Molekül Stickstoff 

und einige Hydroxy-Gruppen enthielt. Des Weiteren konnte eine Elimination von 

Kohlenstoffdioxid beobachtet werden. C11H15NO10 wurde als Molekülformel berechnet und 

die Suche nach der Struktur in der Datenbank PubChem ergab als vielversprechendsten 

Kandidaten die Substanz β-Citryl-Glutaminsäure [168]. Diese Substanz zeigte auch das gleiche 

durch Kollision induzierten Dissoziationsmuster [169,170].  

Aus der Literatur war zu entnehmen, dass L-Glutamat eine metabolische Vorstufe von 

GHB ist und gemäß dem KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genoms) über den Butanoat-

Metabolismus über GABA zu SSA umgewandelt wird [171–173]. Dies könnte ein möglicher 

Grund für die aufgefundene signifikante Korrelation der beiden Metabolite zur Substanz F320 

sein. Außerdem könnte es die beobachteten unterschiedlichen Verläufe des Verhältnisses 

GHB-Gluc zu F320 nach der Einnahme von GHB zwischen den chronischen Patienten und 

dem Therapieeinsteiger erklären. So könnte durch die chronische Einnahme von GHB ein 

negativer oder positiver Rückkopplungsmechanismus innerhalb des L-Glutamat-Stoffwechsels 

induziert werden, der zu Veränderungen in den metabolischen Abläufen führt. Dies stellt nur 

eine Hypothese dar und weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Einflussfaktoren 

dieses diagnostischen Verhältnisses zu klären. 

9.5.4 Langzeit-Stabilität von GHB-Gluc/F320 

Die bisherigen Untersuchungen zeigten, dass GHB-Gluc und β-Citryl-Glutaminsäure in den 

untersuchten Proben miteinander gut korrelierten. Zusätzlich wurde überprüft, ob das 

berechnete Verhältnis auch über einen längeren Zeitraum intra-individuell stabil ist. Die 

Langzeitstabilität solcher individueller Marker wird häufig bei der Testung auf dopingrelevante 

Substanzen angewandt und sowohl für hämatologische als auch steroidale Parameter genutzt 
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[149,150,174]. Die Untersuchungen wurden in den Urinproben von 5 freiwilligen Probanden 

durchgeführt. Der Urin wurde über einen Zeitraum von 10 Tagen unabhängig von der 

Tageszeit (n=3) oder am Morgen von 20 aufeinanderfolgenden Tagen (n=2) gesammelt. 

Nachdem eine Korrektur der Urinkonzentrationen durch die Normalisierung auf die 

spezifischen Dichte erfolgte, wurde eine ausgeprägte Streuung der Werte mit einem 

Variationskoeffizienten (CV) von bis zu 69 % beobachtete. Dieser Koeffizient konnte 

signifikant reduziert werden, wenn das Verhältnis von GHB-Gluc und F320 gebildet wurde. 

Alle Variationskoeffizienten lagen anschließend unterhalb von 30 % - ein Wert der ebenso für 

Steroide im Urin gezeigt wurde und die Anwendung solcher Verhältnisse bei der Bewertung 

von Dopinganalysen erlaubt [150]. 

Eine Anwendung dieses Ansatzes könnte im Falle eines DFSA so aussehen, dass das 

Verhältnis GHB-Gluc/F320 in der Urinprobe zeitnah zum Tatgeschehen mit dem Wert in 

einer Urinprobe verglichen wird, die in den darauffolgenden Tagen gesammelt wurde. Aus 

den aufgefundenen Verhältnissen in den Urinproben der nachfolgenden Tage, könnte ein 

individueller Grenzwert berechnet werden, welche mit dem Wert aus der initialen Probe 

verglichen werden kann. Auf Grund der geringen Zahl der Narkolepsie-Patienten ist es jedoch 

schwer zu beurteilen, wie dies in der Praxis umgesetzt werden könnte. Für die Patienten P1 

und P2 konnte keine Basisprobe gesammelt werden, da diese das Medikament chronisch 

einnahmen und auf die Einnahme von GHB 3 Tage bzw. 18 h vor dem Experiment 

verzichteten. Es ist daher nicht gesichert, ob die Werte vor der Einnahme endogene 

Verhältnisse widerspiegeln. Für den dritten Patienten zeigte sich der Ansatz als anwendbar. Es 

wurden drei Proben mit unauffälligen Werten ausgewählt. Hieraus wurde ein Mittelwert von 

6,55 ± 1,23 gebildet, der den individuellen Grenzwert darstellen sollte. Durch die Anwendung 

des neuen Ansatzes könnte das Nachweisfenster nach GHB-Einnahme auf 8 h verdoppelt 

werden, während die Interpretation der Konzentrationen nach den üblichen cut-off-Werten 

eine Nachweisbarkeit von <4 h in Plasma und Urin ergab.  

Obwohl die Bildung dieses Verhältnisses die Nachweisbarkeit nach einer GHB-Gabe 

nicht verbesserte, wurde hier dennoch ein weiterer neuer Ansatz untersucht, der trotz geringer 

Datenlagen mögliche Vorteile aufweist und nach weiteren Untersuchungen in diese Richtung 

verlangt. Die Idee der Bestimmung eines individuellen endogenen Grenzwerts wurde, wie 

bereits beschrieben, schon bei der Analyse von GHB in Haaren angewendet [125,127]. 

Dennoch erscheint die Erbringung eines Nachweises nach einem DFSA in der Matrix Urin 
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aufgrund der einfachen, nicht-invasiven und direkten Probenentnahme vorteilhafter als in 

Haaren.  

9.6 Pilotstudie: Veränderung der Genexpression nach GHB-Gabe 
Das Ziel dieser Studie war es, die unterschiedliche Expression der Gene ALDH5A1, 

AKR7A2, EREG und PEA15 nach regelmäßiger und einmaliger GHB Exposition zu 

untersuchen, um bei veränderter Expression eventuell das Nachweisfenster von GHB zu 

vergrößern und geeignete Surrogat-Marker für den Beweis einer GHB-Einnahme zu 

identifizieren. Das Grundprinzip bestand darin zu beurteilen, ob die Expression dieser Gene 

nach GHB-Einnahme signifikant ansteigen oder absinken würde. Obwohl die Ergebnisse 

nicht belegten, dass eine einmalige GHB-Einnahme eine Expressionsveränderung der hier 

untersuchten Gene bewirkt, bleibt es eine wichtige Aufgabe, neue und alternative Ansätze für 

den Nachweis einer externen GHB-Zufuhr zu finden. Daher liegt ein zusätzlicher Nutzen 

dieser Pilotstudie in der Entwicklung und Evaluierung einer plausiblen und robusten Methode 

zur Quantifizierung der Expression von Genen, die in den Metabolismus von GHB involviert 

oder auf andere Weise mit seinen metabolischen Wirkungen assoziiert sind. Die Exaktheit 

wird hierbei nicht nur durch die strikte Einhaltung der MIQE-Richtlinie herbeigeführt, 

sondern auch durch die Entwicklung einer empirisch gesicherten Normalisierung-Strategie 

basierend auf die unvoreingenommene Auswahl von Referenzgenen, was den Goldstandard 

der Datenanalyse im Bereich qRT-PCR darstellt [152].  

Für das experimentelle Verfahren erwiesen sich als best-geeignete Referenz Gene PPIB 

und FPGS. Beide Gene erwiesen sich bereits als passend für die Normalisierung der 

Genexpressionsdaten in peripheren Blutproben [175]. Im Gegensatz dazu, zeigten sich die 

Referenz Gen-Kandidaten TGFBRAP1, ARHGAP32 und PEX16 gemäß der integrierten 

Analyse von drei verschiedenen Algorithmen als weniger geeignet [176–178]. Diese Gene 

wurden mit Hilfe einer Datenbankrecherche ausgewählt, die auf geringe 

Expressionsvariationen und ähnliche Expressionslevel wie die Genes of Interest parametrisiert 

wurde. 

Im Jahre 2007 führten Larson et al. eine neuen Ansatz durch, um neue Surrogatmarker 

für die Einnahme von GHB zu identifizieren. Hierbei wurden Mäusen (DBA/2J) eine 

Natriumoxybat-Lösung mit einer Konzentration von 1 g/kg intraperitoneal injiziert. Die Tiere 

wurden anschließend nach 1, 2, 4 oder 7 Tagen getötet und periphere Blutproben wurden 

gesammelt. Die Genexpression der Gene PEA-15 und EREG wurde erstmals mittels Micro 
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Array Analyse untersucht und anschließend in semi-quantitativen RT-PCR Experimenten mit 

β-Aktin als Kontrolle bestätigt [39,179]. Die Ergebnisse zeigten, dass die Genexpression 

verglichen mit den Kontrollen  innerhalb von zwei Tage anstiegen und nach Tag 4 wieder auf 

die Werte in den Kontrollen zurückkehrten [151]. Basierend auf dieser Feststellung 

quantifizierten wir die Expression der Gene EREG und PEA-15 nach GHB-Einnahme in 

Leukozyten von peripheren Blutproben. Die resultierten normalisierten ΔCq-Werte waren 

umgekehrt proportional zur Genexpression - höhere Werten stellten also eine verminderte 

Genexpression dar und umgekehrt. Zunächst wurde die Verteilung der ΔCq-Werte und somit 

die Genexpression von EREG und PEA-15 in den Proben der Kontrollgruppe bestimmt. Im 

Fallkollektiv war die Genexpression von EREG gegenüber dem Kontrollkollektiv gering 

vermindert. Die Werte des Fallkollektivs wurden zwischen dem dritten Quartil und dem 

maximalen Wertebereich des Kontrollkollektivs bestimmt. Die Ergebnisse von Larson et al. 

konnten also nicht repliziert werden [151]. Eine mögliche Erklärung könnte der Unterschied 

im Metabolismus und der Genexpression zwischen den Arten Mensch und Maus sein. Ein 

weiterer Grund könnte der Mangel einer angemessenen Normalisierungsstrategie in der Studie 

von Larson et al. sein. Diese verwendeten β-Aktin zur Normalisierung, was sich als eher 

unbrauchbares Referenzgen erwies, und dessen Anwendung zu verzerrten und sogar 

fehlerhaften Ergebnisse führen könnte [180].  

Die statistische Auswertung des Einflusses der dokumentierten Parameter Geschlecht, 

Alter, Zeitpunkt der Probenentnahme und BMI auf die Expression der Gene ALDH5A1, 

AKR7A2 und PEA15 zeigte innerhalb der Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede. 

Für die Expression des Gens EREG konnte abhängig vom Zeitpunkt der Probenentnahme 

ein zirkadianer Rhythmus beobachtet werden. Zirkadiane Rhythmen der Genexpression und 

dessen Einfluss auf die Physiologie und Pathologie sind bereits bekannt [181], aber über eine 

offensichtliche Korrelation zwischen der Expression von EREG und dem Zeitpunkt der 

Probenentnahme wurde bisher noch nicht berichtet. Weitere Experimente, welche die 

Proteinebene mit einschließen, werden vermutlich benötigt, um diesen Zusammenhang zu 

verdeutlichen.  

Als nächstes wurde die Veränderung der Expression der Gene nach GHB-Einnahme 

untersucht, die direkt in den Stoffwechselwegen von GHB involviert sind. GHB kann 

endogen aus SSA gebildet werden, doch nur ein Bruchteil (0,15 %) des durch die 

Transaminierung von GABA gebildetem SSA wird zu GHB reduziert, was in einem 

Experiment in Rattenhirnen gezeigt werden konnte [33]. Insbesondere erhöhte GHB-
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Konzentrationen werden in humanen Urinproben beobachteten, wenn die Erkrankung 

SSADHD vorliegt [182,183]. Daher wurde untersucht, ob die Einnahme von GHB die 

Expression der Gene ALDH5A1 und AKR7A2 beeinflusst. Die Hypothese wurde aufgestellt, 

dass nach einer GHB-Exposition dieser metabolische Stoffwechselweg gesättigt ist und die 

Expression des Gens ALDH5A1,welches für das Enzym SSADH codiert [32], ansteigt, 

wohingegen die Expression des Gens AKR7A2, welches für das SSAR codiert und 

hauptsächlich für die endogene GHB-Produktion zuständig ist, absinkt [3,29]. Zunächst 

berechneten wir die mittleren ΔCq-Werte beider Gene für alle Personen der Fallgruppe und 

verglichen sie mit den ermittelten Bereichen der Expression in der Kontrollgruppe. Die ΔCq-

Werte des Gens ALDH5A1 der Kontrollgruppe wiesen eine breite Varianz mit einem großen 

Abstand zwischen minimalen und maximalen Werten auf. Der Bereich der ΔCq-Werte des 

Gens AKR7A2 war enger und hatte eine geringere Standardabweichung. Der Vergleich der 

beiden Gruppen Fallkollektiv und Kontrollkollektiv zeigte keinen signifikanten Unterschied in 

den Werten der Genexpression. 

Anschließend betrachteten wir die Expression der beiden Gene ALDH5A1 und 

AKR7A2 vor und bis zu 12 h nach der Aufnahme von GHB für jeden Patienten einzeln. Wir 

fanden heraus, dass die initiale Expression des Gens ALDH5A1 in den Patienten P1, P2 und 

P3 geringer ist (also höhere ΔCq-Werte aufweist) als nach 12 h. Diese Feststellung bestärkt die 

Hypothese, dass ALDH5A1 höher exprimiert wird, wenn der Stoffwechselweg von GHB 

durch eine exogene Gabe gesättigt ist. Parallel dazu sank die Expression des Gens AKR7A2 in 

den Proben der Patienten P1 und P2 während des beobachteten Zeitraums und wies nach 

12 h niedriger Werte als vor der Einnahme auf. Diese Feststellung unterstützt ebenfalls die 

Hypothese, dass nach GHB-Einnahme die endogene GHB-Synthese runterreguliert wird.  

Vergleicht man nun die Expression der Gene ALDH5A1 und AKR7A2 in der Probe, 

die zeitnah zur Tat gesammelt wurde, mit den normalen Expressionsniveaus dieser Gene, 

wenn der Organismus des Konsumenten durch die Einnahme von GHB nicht weiter 

beeinflusst wird (z. B. 48 h nach der Tat), so könnte ein signifikanter Anstieg oder Abfall eine 

exogene GHB-Gabe indizieren. Obwohl aufgrund der geringen Anzahl der Patienten, die 

Ergebnisse nicht repräsentativ sind, wurde hier eine robuste Methode mit empirisch geprüfter 

Normalisierungsstrategie für die Bestimmung der Expression von Genen in forensischem 

Probenmaterial entwickelt. Der Vergleich der Genexpression der Opfer vor und nach der Tat 

stellt, somit einen weiteren möglichen Ansatz auf dem Gebiet der Toxikogenomik dar, der bei 

der Aufklärung einer drogenassoziierten Straftat angewendet werden könnte.  
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9.7 Limitierungen der Studie 
Eine Limitierung dieser Studie war die geringe Anzahl an Teilnehmern. Generell war es 

schwierig, Personen zu finden, die speziell mit GHB gegen Narkolepsie behandelt wurden 

(aktuelle Zahl erkrankter Personen in Deutschland: 40 000; http://www.dng-

ev.de/narkolepsie/krankheitsbild/, abgerufen 11.08.2017). Zusätzlich waren die Patienten mit 

der Teilnahme an der Studie einem gewissen Leidensdrucks ausgesetzt. Durch die 

Probenentnahme über Nacht konnte den Patienten kein ruhiger, durchgehender Schlaf 

gesichert werden und durch den Verzicht auf die Medikamenteneinnahme (3 Tage vor dem 

Experiment) lag meist vorher schon ein Schlafdefizit vor. Dennoch haben sich drei Patienten 

bereit erklärt, an der Studie teilzunehmen. In diesem Rahmen wurden neue Methoden etabliert 

und neue Konzepte getestet, um für die nachfolgende weiterführende Forschung 

vielversprechende Ansätze an einem größeren Kollektiv zu untersuchen. 

Eine weitere Limitierung waren die im Vergleich zu DFSA geringen 

Dosierungen/Konzentrationen von GHB (1,86 g bzw. 2 g GHB bzw. P1: 29,06 mg/kg, P2: 

27,76 mg/kg, P3: 21,7 mg/kg). Obwohl es keine öffentlichen Zahlen gibt, geht man davon 

aus, dass bei DFSA die verabreichten Konzentrationen im Bereich von 30 bis 50 mg/kg liegen 

[119]. In den Studien von Bertol et al und Kintz et al. wurden jeweils Konzentrationen von 

25 mg/kg untersucht [119,127]. In einem DFC wurde eine verabreichte Dosierung von 

37,04 mg/kg beschrieben [125]. Therapeutische Dosierungen bei der Behandlung von 

Narkolepsie-Patienten liegen zwischen 4,5 bis 9 g pro Tag [11]. Bereits bei Erwachsenen 

können Dosierungen über 4 g GHB zu pharmakologischen Effekten wie Bewusstlosigkeit bis 

hin zum Koma und Atemdepressionen bis hin zum Atemstillstand führen [21,59]. Wie bereits 

bei Wang et al. berichtet, konnte der Konsum von missbräuchlichen Konzentrationen 

eindeutig in Haaren nachgewiesen werden und auch in dem Fall des missbrauchten Mädchens 

wurden hohe Konzentrationen in den Matrices Haare, Herzblut, Gehirngewebe und 

Glaskörperflüssigkeit nachgewiesen [77]. Laut Aussage des Täters wurden dem Mädchen 

Dosen von 75-160 mg/kg verabreicht. Eine aus den höheren Dosen resultierende Sättigung 

der Stoffwechselwege würde möglicherweise zu bemerkenswerteren Beobachtungen in den 

toxikologischen und genetischen Untersuchungen führen  
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10 Ausblick 

Es wurden bereits einige vielversprechende Ansätze zur Verlängerung der Nachweisbarkeit 

nach einer GHB-Einnahme getestet. Weiterführende Versuche an einem größeren 

Fallkollektiv könnten sich mit der Substanz β-Citryl-Glutaminsäure und dessen Rolle im 

GHB-Stoffwechselweg beschäftigen. Ebenfalls sollten die Konzentrationen der Substanzen, 

die in SSADHD-Patienten erhöht sind, in den Plasma- und Urinproben des Fallkollektivs 

bestimmt werden. Zu diesen Substanzen zählen unter anderem 3,4-Dihydroxybutansäure, 

2,4-Dihydroxybutansäure und 4,5-Dihydroxybutansäure. In SSADHD-Patienten scheint die 

Bildung dieser sekundären Metabolite über alternative Stoffwechselwege wichtig zu sein, um 

erhöhte GHB-Konzentrationen in den Körperflüssigkeiten zu verringern. Diese Substanzen 

könnten auch im Falle einer GHB-assoziierten Straftat physiologisch vermehrt gebildet 

werden. Eine Quantifizierung dieser Substanzen und der Vergleich mit endogenen 

Konzentrationen könnte die Nachweisbarkeitsdauer verlängern. Weitere Substanzen, die von 

diesen Patienten in hohen Mengen ausgeschieden werden, sind u. a. Glutaminsäure, 

Adipinsäure, Korksäure und Sebacinsäure [148]. Zusätzlich könnten weitere 

Stoffwechselprodukte wie zum Beispiel Acyl-Glucuronide, weitere sulfonierte Verbindungen 

sowie andere Degradationsprodukte nach einer GHB-Gabe in Plasma und Urin untersucht 

werden. In einer kürzlich veröffentlichen Publikation wird beschrieben, wie mit Hilfe der 

NMR-Spektroskopie nach weiteren möglichen Metaboliten von GHB gesucht wurde. Es 

stellte sich heraus, dass nach GHB-Einnahme das Glycolat in höheren Konzentrationen 

länger nachweisbar ist als GHB selbst oder das GHB-Vorläuferprodukt Succinat [184].  

Interessant wäre es auch zu untersuchen, ob die in alkoholischen Lösungen aus GHB 

gebildeten Ethyl- und Methylester von GHB auch in physiologischen Matrices aufgefunden 

werden können [116]. Nach Ausschluss von endogenem Vorkommen könnte ein positiver 

Nachweis der Methyl- bzw. Ethylester ein Indiz für eine GHB-Einnahme in Kombination mit 

Alkohol sein. Die Erhöhung der GHB-Konzentrationen in postmortalen Proben wurde 

ebenfalls noch nicht vollständig geklärt. Wieso es nach dem Todeseintritt zu einem 

Konzentrationsanstieg kommt und ob die Hydrolyse der Konjugate damit zu tun hat, stellt 

eine weitere Ansatzmöglichkeit dar.  

Auf molekularbiologische Ebene zeigten Buzzi et al., dass bei Knock-out Mäusen, die 

an dem Defizit SSADHD litten und daher erhöhte GHB-Konzentrationen aufwiesen, die 
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Expression der GABA(B)erge Untereinheit auf Proteinebene verändert war [185]. Zukünftige 

Studien sollten die Veränderung der Struktur des GABA(B)-Rezeptors, welcher hauptsächlich 

die pharmakologischen Effekte von GHB induziert, nach chronischer und einmaliger 

Einnahme von GHB untersuchen [51]. 

Diese und noch weitere Ansätze, die sich mit den Bereichen postmortale Toxikologie, 

Toxikogenomik und Metabolomics beschäftigen, sollten in weiterführenden Experimenten 

untersucht werden. 
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