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Beitrag aus dem Arbeitskreis Klinische Toxikologie:

y-Hydroxybuttersdure (GHB) in notfallmedizinischen Proben: Bestimmung
durch HS-SPME/GC-MS und Fallbeispiele

C. Merckel, V. Auwarter, D. Simmert und F. Pragst

Institut fir Rechtsmedizin der Charité, Hannovees&itrale 6, D-10115 Berlin

1. Einleitung

Der Missbrauch vory-Hydroxybuttersdure (GHB) hat auch in Deutschland in den letzten
Jahren erheblich zugenommen. Dieses spiegelt sich auch im Untegsmghurder
toxikologischen Notfalldiagnostik wider und fordert die Vorhaltungeeeinfachen Methode
zum schnellen Nachweis und zur semiquantitativen Konzentrationsbestimhielbgn der
vorsatzlichen Einnahme zu berauschenden Zwecken muss auch mikremeellen Bei-
bringung als K.o.-Mittel gerechnet werden. Die Ubliche Applikaisdrdie orale Aufnahme
der Losung des Natriumsalzes, jedoch koénnte auch die Inhalation dprives Losung
eine Rolle spielen, wie der in Abb. 1 dargestellte und mit hochproeer@gB-L6sung
geflllte Sprayer vermuten lasst, der bei einem Notfallpatienten gefungde.w

Abb. 1. Sprayer mit hochprozentiger GHB-LOsung, logireinem Notfallpatienten gefunden wurde

In diesem Beitrag berichten wir tGber unsere Erfahrungen mit eeAdung der Headspace-
Festphasenmikroextraktion in Kombination mit der Gaschromatograplasedspektro-
metrie (HS-SPME/GC-MS) zur semiquatitativen Bestimmung voiB @GHklinischen Proben
und Uber einige Fallbeispiele.
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2. Analyse von GHB mittels HS-SPME und GC-MS in Blut-, Urin- und Substnzproben

Von den in der Literatur beschriebenen Methoden zur Bestimmung von[GHB erschien
uns die sauer katalysierte Zyklisierung zymButyrolacton (GBL) und Anwendung der
Headspace-Festphasenmikroextration in Kombination mit GC-MS Maevendung von
Ds-GHB als innerem Standard sowohl beztglich der Analysendauenadshansichtlich des
manuellen Aufwandes als die gunstigste Variante. Zum Ausschluss veits beorher
vorhandenem GBL kann die Probe ohne Saurezusatz mit SPME untersucht werden.
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Die Massenspektren von GBL und-BBL sind in Abb. 2 dargestellt. Die Hauptfragmente
entstehen durch Abspaltung von £@ler Formaldehyd (C#O bzw. CDB=0). Analyt und
innerer Standard unterscheiden sich demnach um 6 bzw. 4 Masseneinbeggmnder
(Fragmentierungsschem s. Abb. 3). Man erkennt, dass die MassehnaBpektrum von
Ds-GHB vorkommt. Das Peakverhaltnis 42/48 ist daher fur die Quaetifixg weniger ge-
eignet.
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Abb. 2. El-Massenspektren von GBL und D6-GBL
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Abb. 3. Massenspektrometrische Fragmentierung vdh @&d Ds-GBL
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Fur die praktische Durchfiihrung wurde folgende Vorschrift verwendet:

Reagenzien

- NaSO, (wasserfrei)
- 25%-ige HSO,

GHB-Standards

- GHB, Na-Salz, M = 126,09HO-CH,-CH,-CH,-COONa
(2 mg/mL in Methanol, Promochem, Produkt-Nr. G-001)

- De-GHB, Na-Salz, M = 132,0440-CD,-CD,-CD,-COONa
(2 mg/mL in Methanol, Promochem, Produkt-Nr. G-006)

Da Methanol bei der SPME storen kann, ist es sinnvoll, die in der Aengelleferten Stan-
dard-Lésungen (1 ml) vollstédndig einzudampfen und in 1 ml Wasser zu. [Hgrdurch
wird gleichzeitig das Problem der Konzentrationszunahme durch Veuthgndes L6sungs-
mittels bei haufigem Offnen der Flaschchen minimiert.

Gerate

- GC-MS (Agilent GmbH, GC 6890, MS 5873) mit MultiPurpose SampleSRIEGerstel
GmbH). Die Analyse kann mit gleichem Erfolg auch mit dem maeneHaserhalter
durchgefuhrt werden.

Probenvorbereitung

- 1ml Blut oder Serum bzw. 50ul Urin werden mit 50ug d6-GHB (50 pl der wéassrigen
Standard-Ldsung, s. 0.), 0.5g48&, und 1 ml 25%-iger k5O, versetzt.

- Substanzproben (GHB-verdachtige Losungen) werden 1:1000 verdinnt und wie die
Blutproben untersucht.

HS-SPME

- Faser: bevorzugt Carboxen-PDMS. PDMS-DVB ist mit geringerer iffektebenfalls
maglich.

- 3 min temperieren (65°C)

- 15 min bei 65°C mit PDMS-DVB-Faser unter Schutteln (250 rpm, 30s on, 30s off)
extrahieren.

- 4 min desorbieren im Injektions-Port. Injektion splitless, split nach 2 min 6ffnen.

GC-MS

- Injektortemperatur: 260°C

- Saule: HP-5MS, 25m, flow 1ml/min

- Ofen: 45°C fur 2 min, mit 20°/min auf 150°C, dann mit 30°/min auf 280°C flr 2 min
- Transfer line: 280°C

- MS Quad: 150°C

- MS Source: 230°C

- SIM:m/z fur GBL: 42, 56, 86; m/z fur d6-GBL: 48, 60, 92

- Solvent-Delay< 3 min
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Kalibrierung

- Gespikte Proben, Durchfiihrung wie bei der Analyse.
- Konzentrationen:
Serum: 2, 5, 10, 20, 50, 100 und 200 pg/mi
Urin: 10, 20, 50, 100, 200 und 500 pg/ml
- Peakflachenverhéltnis 86/92 gegegngkorrelieren

Nachweisgrenze

- Aus dem Peak/Rauschverhaltnis von 3 in praktischen Proben wurde eine Ngobnze
von 0,6 pg/ml im Blut und von 5 pg/ml im Urin abgeschatzt. Die Methsdsomit
ausreichend empfindlich fir den Nachweis bei akuten Vergiftungen

Néaherungsweise Konzentrationsangabe in dringenden Fallen:

Blut: Cohena (Mg/ml) = 50 x Peakflache (m/z 86) / Peakflache (m/z 92)
Urin: Cohe-na (Mg/ml) = 1000 x Peakflache (m/z 86) / Peakflache (m/z 92)

Kontrolle mit den Massenpaaren 42/48 und 56/60 durchfihren

Bewertung:

- Natdrliche Konzentrationen: im Blut < 4 pg/ml; im Urin < 10 pg/ml

- Ab 50 pg/ml: Mudigkeit, leichter Schlaf , Desorientiertheit, Konfusion
- Ab 150 pg/ml:  Tiefer Schlaf oder Bewusstlosigkeit

- Ab 260 pg/ml:  Todesfalle bekannt

- Halbwertzeit: 0,3-1h

Das SIM-Chromatogramm der Blutprobe in einem Fall mit 79 pg/ml ist in Abb. éstati.
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Abb. 4. GC-MS-SIM-Chromatogramm der GHB-Bestimmungler Blutprobe einer 25jahrigen Patientin, die
wahrend der Love Parade 2003 mit erloschenen Sdiletizen aufgefunden wurde. GHB-Konzentration 79

pag/ml.
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Stérungen durch andere Matrixbestandteile wurden im Retentitveszech des GBL nicht
beobachtet. Allerdings trat in einer Probe ein relativ starkek Bei hoherer Retentionszeit
auf, der ebenfalls die charakteristischen m/z-Werte des ligRigte, jedoch mit veréandertem
Peakflachenverhaltnis. Chromatogramm und im Scan-Modus gemessekgssnd in
Abb. 5 dargestellt. Aus der Bibliothekssuche (Wiley) und aus der Atswgeder Fragment-
ionen geht hervor, dass es sich wahrscheinlich um 3-Methyl-2-oxo-péatanmsethylester
handelt. Da in diesem Fall die methanolische Losung w&GHEB verwendet wurde, ist der
Methylester wahrscheinlich unter der Wirkung der Schwefelsause dem Methanol der
Standardlésung und der entsprechenden Saure gebildet worden. Mit geringemsitat
wurde dieser Peak auch bei anderen Proben festgestellt, washiadauiftet, dass es sich um
ein endogenes Molekill handelt. Eine falsche Zuordnung zum GBL ist beeN@ung des
deuterierten Standards ausgeschlossen.
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Abb. 5. Chromatogramm (links) und MassenspektrumRizks bei 5,79 min (rechts) bei einer Urinprole, d
mit Verdacht auf GHB untersucht wurde. Bei dem Peahdblt es sich wahrscheinlich um 3-Methyl-2-oxo-
pentansauremethylester, der durch Veresterungndimgenen Carbonsaure mit dem Methanol aus g&GHB-
Standardlésung gebildet wurde.

3. Fallbeispiele

Die Methode wurde in einer Reihe von kirzlich untersuchten Falledeau&ettungsstellen
der Charité angewendet, bei denen aus der Symptomatik oder zhsatzlitormationen die
Einnahme von GHB denkbar war. Die Ergebnisse in drei positiven FEilldrin Tab. 1 an-
gegeben.

Tab. 1. Untersuchung von Proben aus klinischerefR&uf GHB

Fall- Angaben zum Fall Proben- GHB-Na-
Nr. material Konzentration
1 25jahrige Patientin, mit erloschenen Schutzreftewahrend der Love Blut 79 pg/mi

Parade aufgefunden. Zusatzlich festgestellt: BAK%,3
MDMA 40 ng/ml, MDE 60 ng/ml, MDA 10 ng/ml

2 28jahrige Patientin, komatds in die Rettungsskeihgeliefert, gibt nachBlut 70 pg/mi
dem Erwachen Einnahme von GHB an. Zusatzlich: BAK%, Urin 4400 pg/mi
positiver Amphetaminbefund durch EMIT

3 Unbekannte Patientin, keine weiteren Angaben/pugeschichte Blut 21 pg/mi
bekannt. Zuséatzlich festgestellt: BAK 1,1 %o, po@tiCannabisbefund yrin 380 pg/ml
durch EMIT

4 Patient im Alkoholentzug, der sich zuvor mit s¢lbus GBL Farblose 0,44 g/ml

hergestelltem GHB therapiert hatte Flissigkeit
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Wegen der kurzen Halbwertszeit und der allgemein schnellen Erhoturfgatienten war in
den meisten Fallen der qualitative Nachweis fur die weitere Menriaweise wichtiger als das
quantitative Ergebnis. Die Patientin 1, bei der auf3er GHB noch Alkohol usthsye
Wirkstoffe nachgewiesen wurden, musste zunachst mit Midazolam undpéehtal
ruhiggestellt werden.

Tab. 1 enthalt weiterhin eine Flussigkeitsprobe eines Patientesicben der psychiatrischen
Klinik zur Alkoholentzugsbehandlung befand und nach eigenen Angaben \@Biefiiber
das Internet bestellt hatte. Daraus hatte er sich durch Hydmiy$¢aOH nach Bedarf GHB
hergestellt. Vor der Einnahme wurde der pH-Wert kontrolliert und kgegmnfalls
neutralisiert. Er hatte nach eigenen Angaben alle 90 bis 120 Minuterdeér Substanz
eingenommen. Die uns Ubergebene Flissigkeit enthielt 0,44 g/ml GHB-Na.
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