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Beitrag zur Bewertung von y-Hydroxybuttersaure (GHB) — Konzentra-
tionen im Blut lebender Personen sowie in postmortalen Blutproben
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Einleitung

Obwohl inzwischen die messtechnischen Voraussetzungen geschaffen wurden, auch niedrige
GHB-Konzentrationen in biologischen Flissigkeiten zu erfassen [1,2], haben diese noch kei-
nen allgemeinen Eingang in die klinisch-toxikologische und forensische Analytik gefunden.
Daraus resultieren u. a. die Probleme bei der Interpretation der Messergebnisse. Die Schwie-
rigkeiten in der GHB-Analytik sind aulerdem zum einen in der schnellen Elimination (ti, 20
— 45 min) [3] begriindet, so dass nur ein enges Zeitfenster zwischen Ingestion und Blutent-
nahme fir die Analytik exogen aufgebauter Konzentrationen zur Verfugung steht, und zum
anderen ist GHB eine im Sdugetierorganismus natirlich vorkommende Verbindung, deren
Konzentration sich exkorporal durch Lagerungseinfliisse sowie durch postmortale Neubildung
verandern kann.

Pharmakologie

Der wichtigste Syntheseweg von GHB im S&dugetierorganismus verlduft tber die Verstoff-
wechslung des Neurotransmitters y-Aminobuttersdure (GABA) und findet in verschiedenen
Bezirken des Gehirnes statt [4,5]. Des Weiteren kann GHB durch Serumlactonase katalytisch
aus y-Buteryllacton (GBL) synthetisiert werden. GBL wird im Muskelgewebe gebildet. Seine
Konzentration ist abhangig von der Dauer der Muskelkontraktion [6], Dieser periphere meta-
bolische VVorgang stellt die Ursache flr die mogliche in-vitro-Bildung von GHB dar. Wéhrend
in-vivo die systemisch gebildete GHB innerhalb sehr kurzer Halbwertszeiten stufenweise bis
zu Kohlendioxid und Wasser oxidiert und ausgeschieden wird, ist dieser Prozess in-vitro nicht
mehr moglich. Deshalb kann es — in Abh&ngigkeit von der Konzentration des GBL und des
Enzyms Serumlactonase - zu einer Erhohung der physiologischen GHB-Konzentration
kommen. Enzymatisch katalysierte VVorgange laufen aber nur bei Korpertemperatur optimal
ab.

Untersuchungen zur Bestimmung endogener GHB - Blutspiegel

SHIMA et al. [1] bestimmten die endogenen Blut-GHB-Konzentrationen von 24 gesunden
Menschen sofort nach der Entnahme. Die Blutspiegel reichen von 0,005 — 0,01 pg/ml (Mit-
telwert: 0,0069 ug/ml, Standardabweichung (s): 0,0020 pug/ml). Die Messungen wurden mit-
tels einer optimierten GC/MS Methode hoher Prazision und einer Nachweisgrenze von
0,003 pg/ml durchgefiihrt. ABANADES et. al. [2] ermittelte im Plasma von 5 Probanden
unter analogen Bedingungen eine endogene GHB-Konzentration von 0.04 ug/ml +
0,01 pg/ml.

In Verdffentlichungen alteren Datums sowie deutscher Autoren wurden die endogenen Blut-
GHB-Spiegel generell héher angegeben. So findet GIBSON [7] eine durchschnittliche
Konzentration von 0,1 pg/ml (s= 0,3 ug/ml), wahrend andere Autoren Konzentrationen von
0,17 — 1,51 pg/ml [8], 0,11 — 1,56 pug/ml) [9] sowie < lpg/ml [10], =< 2,5 ug/ml [11] bis
4 png/ml [12] und < 4 pg/ml [13]) angeben.
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Einfluss von Lagerungsbedingungen auf die Neubildung von GHB im Blut lebender
Personen

Die in-vitro-GHB-Produktion im Vollblut lebender gesunder Personen wurde von SHIMA [1]
in Abh&ngigkeit von Zeit, Temperatur und der Zugabe von Antikoagulantien und Konser-
vierungsmitteln systematisch untersucht. Dabei wurde auf Keimfreiheit bei der Abnahme der
Blutproben sowie auf sterile und luftdicht verschlossene Aufbewahrungsgefalle geachtet. Bei
einer Lagerzeit von 14 Tagen wurden ohne Zugabe von Konservierungsmitteln in Abhangig-
keit von den Lagertemperaturen folgende Konzentrationen gemessen: Bei -20 °C:
0,017 pg/ml, bei 4°C: 0.020 pg/ml, bei Raumtemperatur: 0,052 ug/ml. Nach Zugabe von
Natriumazid (NaNs) (0.1 %) und 4 °C ergaben sich 0,016 ug/ml. Die Langzeitstudie Uber 16
Monate ergab fur das Nativblut bei -20 °C eine Konzentration von 0,03 pg/ml und bei 4 °C
eine Konzentration von 0,4pug/ml GHB. Die Konzentration nach Lagerung bei Raumtem-
peratur wurde im gleichen Zeitraum mit 1,8 ug/ml ermittelt. Keinen wesentlichen Effekt hatte
die Zugabe von NaNs;. Bei beiden Studien betrug die Ausgangskonzentration 0,008 ug/ml
(gemessen unmittelbar nach Blutentnahme)

Die postmortale Neubildung von GHB

Besondere Vorsicht ist bei der Interpretation von Analysenergebnissen aus postmortalen
Blutproben geboten. Offensichtlich ist in diesen eine signifikant héhere Neubildung von GHB
als im Blut lebender Personen moglich. In der Literatur wird Uber Konzentrationen im
Bereich von 0 bis 197 ug/ml berichtet [14,9,15,16,17,18]. In allen Féllen wurde Blut Ver-
storbener untersucht, von denen keine Drogeneinnahme bekannt war. MORIYA et. al.[16]
und ELLIOTT et. al. [19] fuhren die hohe GHB-Konzentration in postmortalen Blutproben
auf den Einfluss von Bakterien zuriick. ELLIOTT [19] identifizierte in faulnisveranderten
postmortmortalen Blutproben folgende Mikroorganismen: Clostridia spp., Escherichia coli,
Proteus vulgaris, Enterococcus faecalis und Aeromonoas spp. Unkonserviertes Pferdeplasma,
Humanblut und Urin wurden mit diesen Erregern inokuliert und bei 22° C einen Monat inku-
biert. Die Vergleichsproben (sowohl mit NaF versetzt, als auch unkonserviert) wiesen Kon-
zentrationen unter 1pg/ml auf, wahrend die mit Erregern versetzten Proben 2,30 pg/ml GHB
enthielten.

Es wurden keine Relationen zwischen den “Faulnismarkern® Tryptamin und Phenyl-2-ethyl-
amin und der GHB-Konzentration beobachtet [19].

Diskussion
Endogene GHB- Blutspiegel

Die Unterschiede bei der Bestimmung von endogenen GHB-Blutspiegeln sind offensichtlich
abhangig von der Nachweisgrenze und Prazision der angewandten Messverfahren. Die von
BASELT et al. [10], MOFFAT et al. [12], MERCKEL et al. [13] und ELLIOTT et al. [11]
angewandten Methoden haben Nachweisgrenzen, welche die physiologischen GHB-Konzent-
rationen Uberhaupt nicht erfassen. Obwohl bei ERDMANN et al. [9] aus der vorliegenden
Veroffentlichung keine Angaben zur Nachweisgrenze und Prazision ersichtlich sind, muss
davon ausgegangen werden, dass hier der gleiche Sachverhalt vorliegt (1. Kalibrierungspunkt
bei 10 ug/ml). Mit Hilfe dieser Messmethoden gewonnen Daten (iber endogene GHB-Blut-
spiegel sind nicht reprasentativ und kdnnen nicht die Grundlage fir die Festlegung eines
Grenzwertes zwischen endogenen und exogen aufgebauten Blutspiegeln bilden. Messdaten
mit der notwendigen Prazision in diesem Grenzbereich sind nur mit Verfahren zu ermitteln,
deren Nachweisgrenze wesentlich tiefer liegen. Bei dem von SHIMA at. al [1] angewandten
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Verfahren wird eine Kalibrierungsfunktion verwendet, welche von 0,003 — 3,0 pg/g mit
einem Korrelationskoeffizienten von 0,999 im linearen Bereich liegt.
In vitro-GHB-Bildung in Blutproben lebender Personen

Da in den wenigsten Fallen die Messung sofort nach der (sterilen) Blutentnahme méglich ist,
hat die Behandlung der Blutprobe in dem Zeitraum bis zur Messung einen entscheidenden
Einfluss auf das Messergebnis. Folgende Einflussgrofien sollten beachtet werden:

1. Sterilitat bei Abnahme und Lagerung

2. Lagerungstemperatur

3. Konservierungsmittel

4. Erkrankungen

Zu 1. Sterilitat bei Abnahme und Lagerung

Da die bakterielle Produktion von GHB bewiesen werden konnte [16,19], muss eine
mikrobielle Kontamination bei der Abnahme und Lagerung des Blutes ausgeschlossen werden
(Verwendung eines sterilen Abnahmebesteckes und von sterilen und luftdicht verschlossenen
Aufbewahrungsgefalien). Die Ursachen fir die bakterielle GHB-Neubildung sind nicht
bekannt, anzunehmen ist aber eine Induktion der Serumlaktonase.

Zu 2. Lagerungstemperatur

Mit steigender Temperatur nimmt die in-vitro-Bildung von GHB zu. Die Ursachen hierfir
wurden im Abschnitt“ Pharmakologie* dieser Arbeit dargelegt. Das sofortige Einfrieren bei -
20° C unterbindet diesen Prozess wirksam und kann dann empfohlen werden, wenn die Probe
langer als 2 Wochen gelagert werden muss. Bei kiirzeren Lagerzeiten und voraussichtlich
hohen GHB-Spiegeln (> 1 pg/ml) ist eine Kuhlschranklagerung bei 4° C ausreichend.

Zu 3. Konservierungsmittel

Antikoagulantien und Konservierungsmittel wie Natriumcitrat, EDTA, Heparin und Natrium-
oxalat beschleunigen die Neubildung von GHB im Vollblut, wobei die Konzentration durch
Natriumcitrat und Heparin bei einer Lagerung von 14 Tagen bei 4 °C auf das 5-fache der
Ausgangskonzentration anstieg [1]. Das Konservierungsmittel der Wahl stellt bei einer 14-
tagigen Lagerung NaNs dar. Der Konzentrationsanstieg liegt noch unter dem bei -20 °C. Der
Zusatz von NaNs fuhrt offensichtlich zu einer Inhibierung der bakteriellen Aktivitat beziiglich
der Induktion von Serumlaktonase. Bei der 16-monatigen Lagerung bringt dessen Zusatz
allerdings keinen wesentlichen Vorteil gegentiber der Lagerung bei 4 °C ohne Zugabe. Hier
bleibt die Lagerung bei -20 °C die wirksamste Malinahme.

Zu 4. Erkrankungen

Bakterielle Erkrankungen sowie die auflerordentlich seltene Stoffwechselerkrankung
SSADH-Defekt (GHB-acidurae) kdnnen eine Erhdhung der GHB-Konzentration herbei fuh-
ren, wobei letztere einen GHB-Spiegel tber 200 ug/ml verursachen kann [9]. Beide Er-
krankungen sind vor Durchfuhrung der Messungen auszuschlieRen.

AuBer in messmethodischen Ursachen kdnnen die im Vergleich zu [1,2] in [7-13] signifikant
hoheren physiologischen GHB-Spiegel auch in der in vitro-Bildung begriindet liegen, deren
Ursachen in den Punkten 1-4 diskutiert wurden.

GHB - Spiegel in postmortalen Blutproben

Die Kontamination der postmortalen Blutproben mit Bakterien stellt offensichtlich die Haupt-
ursache fur die Neubildung von GHB dar, wobei deren Konzentration vom Ausmal} der Kon-
tamination abh&ngig ist. Da die Degeneration des Blutes und die damit verbundene bakterielle
Verseuchung unmittelbar nach Todeseintritt beginnt, weisen Leichenblute oft schon vor der
Abnahme erhthte endogene GHB-Spiegel auf. Die weiter oben aufgefiihrten MaRnahmen



T + K (2007) 74 (3): 153

(Pkt. 1-4) k&men in diesen Fallen zu spat. Durch Zugabe von NaN; kdnnte aber zumindest
eine weitere bakterielle Neubildung gestoppt werden. Bei nicht bakteriell kontaminierten Lei-
chenbluten ist die Zugabe von NaN3; und Aufbewahrung bis zur Messung bei mindestens 4 °C
innerhalb von 14 Tagen die Methode der Wahl. Andererseits ist nach Zugabe von Natriumcit-
rat bzw. Heparin mit einer Erhéhung der bakteriellen GHB-Produktion zu rechnen. Die von
ELLIOTT [15] in postmortalen Blutproben ermittelten GHB-Konzentrationen bis zu
197 ug/ml wurden in Citrat-Blutproben ermittelt.

Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

In der toxikologischen Notfallanalytik und zum Nachweis therapeutischer und toxischer Blut-
spiegel innerhalb von ca. 6 h [20] haben die in der vorliegenden Arbeit aufgefiihrten Verfah-
ren durchaus ihre Bedeutung. Will man jedoch weiter zuriickliegende Applikationen nachwei-
sen, welche entsprechend der kurzen Halbwertszeit mit Konzentrationen < 1 pg/ml verbunden
sind, bzw. im Grenzbereich zwischen exogenen und endogenen GHB-Konzentrationen ange-
siedelt sind, missen Messverfahren eingesetzt werden, deren Nachweisgrenzen auch die Er-
fassung der physiologischen Konzentrationen ermdglichen (z.B. die Methode nach SHIMA).
Um die in vitro-GHB-Bildung in moglichst engen Grenzen zu halten, sollten bei steriler Ab-
nahme und 14-tagiger Lagerung die Blutproben entweder sofort bei -20 °C eingefroren, oder —
was in diesem Falle auch ausreichend ist — bei 4 °C bis zur Messung aufbewahrt werden. Die
unter diesen Bedingungen gemessenen Konzentrationen liegen im Falle der Blutproben
Lebender nach 14-tdgiger Lagerung bei 0,052 pg/ml (20°C), 0,016 ug/ml (4 °C-NaNs),
0,020 pg/ml (4°C) und nach 16-monatiger Lagerung bei 0,03 pg/ml (-20°C) sowie 0,4 ug/ml
(4°C) (Ausgangskonzentration: 0,008 ug/ml).

Durch Zugabe von NaNs; kann auch in postmortalen Blutproben die hier hauptsachlich vorlie-
gende bakteriell bedingte GHB-Produktion gestoppt werden. Wenn schon bei der Abnahme
faulnisverandertes Blut vorliegt, kommt diese Malinahme jedoch zu spat. Die Bewertung von
Messwerten aus postmortalen Blutproben wird deshalb immer mit Unsicherheiten behaftet
sein. Die Empfehlung eines Grenzwertes zur Unterscheidung von endogen bedingten und
exogen aufgebauten GHB-Blutspiegeln kann deshalb nicht vorgeschlagen werden. Anders
stellt sich die Lage bei Blutproben gesunder lebender Personen dar. Entsprechend neuerer
Untersuchungen ergibt sich bezuglich des Konzentrationsbereiches der endogenen GHB-
Konzentrationen sowie der in vitro-Neubildung bei fachgerechter Lagerung ein véllig neues
Bild, welches den bisher verwendeten cutoff — Wert von 4 pg/ml (ERDMANN et al.) bzw.
5 pg/ml (ELLIOTT) viel zu hoch erscheinen l&sst. Wirde man — in Ermanglung der nicht
angegebenen Standardabweichung [1] — das 3-fache des Durchschnittswertes nach 14-tagiger
Lagerung bei 4 °C (0,02 pg/ml) bzw. des Durchschnittswertes nach 16-monatiger Lagerung
bei -20 °C (0,03 pg/ml) zugrunde legen, so ergébe sich immer noch eine Konzentration unter
lug/ml. Ein Grenzwert von 1 pg/ml wére also gut geeignet, eine sichere Unterscheidung
zwischen endogenen und exogenen GHB-Blutkonzentrationen vornehmen zu kénnen, zumal
auch die (versehentliche) 14-Tage-Lagerung bei Raumtemperatur nur ein Anwachsen der
Konzentration auf 0,052 ng/ml GHB zur Folge hétte.
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