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Abstract

y-hydroxybutyrate (GHB) is an endogenous compound naturally occurring in the human body. It is a minor metabolite and pre-
cursor of y-aminobutyric acid (GABA). GHB is pharmacologically active and has some therapeutic uses. Moreover, in recent
years GHB and its derivatives have been gaining popularity as recreational and club drugs because of their euphoric and stimulant
effects. It has also been implicated as an agent in drug-facilitated sexual assault. Detection of GHB in urine is important for foren-
sic testing and could be of clinical benefit in overdose management. In this context a sensitive and specific gas chromatography —
mass spectrometry (GC-MS) positive chemical ionisation (PCI) method has been developed for the quantification of the target
analyte in urine. The method has the following validation parameters [ug/ml]: LOD — 0.045, LOQ — 0.074, LOLs —0.1-10 and
10-100. It was applied to the determination of endogenous concentrations of GHB in random intravital and post mortem urine
samples and to study the effect of storage time and temperature on these concentrations. The results showed that GHB concentra-
tions ranged between 0.05-0.35 pg/ml (average 0.21 £ 0.09 and median 0.21 pg/ml) in intravital samples (z = 12) and between
0.12—-14.50 pg/ml (5.82 = 5.50 and 4.11 pg/ml) in post mortem samples (n = 12). The studies indicated that the GHB urine con-
centrations did not change significantly when stored for two months in a freezer (-20°C). Considerable increases in GHB concen-
trations were observed in urine samples that were stored at room temperature.
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1. Introduction NN N0on

v-hydroxybutyric acid, GHB (Figure 1) is an en- GHB GBL
dogenous compound naturally occurring in the organ-
ism of every human. It has a number of features of oH o
a neurotransmitter. It is formed from the neurotrans- ||
mitter y-aminobutyric acid (GABA), into which it can o PP HaC oH
itself transform. In the organism it undergoes bio- H °
transformation to succinic acid and further transforma- 1,4-BD BHB

tions in the Krebs Cycle. It was synthesised for the first
time in 1961 by French researcher Dr H. Laborit who Fig. 1. GHB, GBL, 1,4-BD and BHB structures.
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was investigating the effects caused by GABA in the
brain [28].

In the beginning, GHB was used for medical pur-
poses as an anaesthetic agent. Because of side effects,
its use was limited to treatment of narcolepsy (United
States) and alcohol abuse (Italy) [15]. In some youth
circles it is propagated and sold as a substitute for ana-
bolic steroids, supposed to increase muscle mass, and
in others, contrarily, it is recommended as a natural
product causing reduction of body weight. GHB is also
promoted as an agent for insomnia treatment, prevent-
ing ageing, going bald, improving mood, eliminating
anxiety and depression, increasing sexual efficiency
[5, 20]. Since the nineties of the twentieth century
GHB abuse for recreational purposes as a club drug —
in order to induce a state of intoxication — has risen
dramatically. GHB and its analogues (and at the same
time precursors), i.e. y-hydroxybutyrolactone (GBL)
and 1,4-butanediol (1,4-BD) also belong to the group
of date-rape drugs that are used to facilitate sexual as-
sault. Sexual assaults are committed when the victim is
under the influence of the drug, taken intentionally or
unknowingly. In the latter case, the substance is usu-
ally added unnoticed into the drink of a potential vic-
tim. Effects caused by these drugs are, among other
things, loss of consciousness, amnesia and reduced
psychological inhibition. The fact that the course of
the incident is remembered unclearly results in victims
of rapes most frequently reporting to the police only
after a long period has elapsed. Due to the natural pres-
ence of GHB in the organism, rapid elimination of the
administered dose (it is detected up to 8 hours in the
blood and up to 12 hours in the urine), and lapse of
a time from consumption, it is often practically impos-
sible to prove use of GHB as a date-rape drug[1, 2, 3].

The critical issue is establishing the limit of endog-
enous GHB concentrations in biological material.
While some researchers cite insignificant levels — about
0.1 pg/ml in plasma and about 2.5 pg/ml in urine — ma-
terials collected from living persons [28], others pub-
lish values of 2—3 pg/ml for blood and 5-6 pg/ml for
urine [11], and even propose a limit of concentration
of 10 pg/ml in urine [20]. Acceptance of a such value
for the threshold of concentration differentiating be-
tween GHB of exogenous and endogenous origin
meant that after a single therapeutic dose (50 mg/kg) in
12.5%, 81.3% and 100% of urine samples collected in
the following time ranges: 3—6 h, 6—12 h and 12-24 h,
respectively, the concentration of this compound was
below the proposed limit [15]. After consumption of
higher doses, up to 7 g (~100 mg/kg), its concentration
in blood and urine reaches values that are hard to inter-
pret after 8 and 12 h [5]. From numerous data obtained

from the literature [5, 8, 10, 13, 17, 29] it transpires
that, according to current knowledge, establishment of
an unambiguous threshold value is still open to discus-
sion. Values of GHB concentrations in biological ma-
terial change and depend on many factors. The
influence of sex, race, age, health conditions, treat-
ment [20] and diet, and especially drinking of alcohol
and smoking tobacco [23, 24], and lowered pH of
urine on concentration of endogenous GHB in body
fluids was studied intravitally. A large variability in
concentration of this compound in post mortem mate-
rial was ascertained depending on the kind of material,
and even place of collection of the blood from the
corpse [5], conditions and duration of storage of col-
lected material and manner of its preservation [6, 19].

Consumption of lower GHB doses causes feelings
of euphoria, relaxation, intoxication, drowsiness, loss
of balance and hallucinations. Higher doses lead to
dyspnoea and loss of consciousness. In turn, very high
GHB doses cause deep coma and amnesia [5, 25, 30].
The narrow range of therapeutic concentrations leads
to ease of overdosing and poisonings. One of the main
reasons for overdosing is not knowing the content of
pure GHB in the consumed substance and interactions
with other substances, especially antidepressants,
benzodiazepines, barbiturates or alcohol.

GHB is usually taken orally but it can also be intra-
venously injected. It occurs mostly as a sodium salt in
the form of a white powder, tablets or capsules. It also
comes in the form of a colourless, odourless liquid
with a slight salty taste. Before extramedical use it is
dissolved in water, juices, alcohol beverages in which
is imperceptible and unnoticeable.

GHB taken orally is quickly absorbed, metabo-
lised, and excreted with urine. However, only 5% of
the taken dose passes into the urine in unchanged
form. GHB half-life is 30-60 minutes. Taken in a large
dose it is detected in blood up to 8 hours, and in urine
even up to 12 hours [5].

Compounds used for manufacturing GHB, i.e.
GBL and 1,4-BD, were widely available until recently.
These substances are easily transformed to GHB in the
human organism, which causes an increase in its con-
centration in blood and in the brain, and the appear-
ance of the same symptoms as after consumption of
GHB [29]. That is why GBL and 1,4-BD, and recently
even GVL (y-valerolactone) are often used as substi-
tutes for GHB [27].

GHB is controlled by law in many countries, e.g.
Canada (since 1998), in some countries of the Euro-
pean Union, Japan (2001), Switzerland and the United
States (2002). GHB analogues are not classified as il-
licit substances. The Directive of the European Parlia-

Problems of Forensic Sciences 2006, LXVII, 289-300



Determination of gamma-hydroxybutyrate (GHB) in urine...

291

ment and of the Council of Europe of 11 February
2004 on drug precursors does not mention these sub-
stances either. In Poland, according to the Drug Addic-
tion Counteraction Act of July 29, 2005, GHB is
classified on the list of psychotropic substances of
group [V-P. Its derivatives are not classified, but com-
ply with the definition of a substitute.

GHB was determined in biological material by dif-
ferent instrumental methods, including gas chroma-
tography with electron capture detection [9] and mass
detection [12, 21, 26], high performance liquid chro-
matography with UV and mass detection [22]. In
methods that use the GC-MS technique, GHB analysis
is generally based on changing this compound into
GBL or derivatisation by a sililating agent. After
derivatisation, GHB was determined in urine in the
range from 5 to 6100 pg/ml [7, 19] and in blood in the
range from 1 to 200 pg/ml [11]. Application of the
LC-MS technique in GHB determination is less popu-
lar even though it does not require a derivatisation step
[14, 32]. Limits of detection for GHB by LC-MS are
1 pg/ml. The low specific absorption coefficient influ-
ences determination of GHB in body fluids by the
HPLC-UV technique and has an effect on the limit of
quantification of that method, which is 10 pg/ml [31].
A rapid colorimetric test for GHB detection in urine
was also elaborated. The test allows detection of
100 GHB in a one-millilitre sample of urine in the form
of a purple complex with iron, which is formed in the
presence of hydroxylamine and after changing GHB
into GBL. The influence of endogenous GHB on
a positive result of a test can be omitted at such a limit
of detection [4].

In the context of the issues presented above, devel-
opment of a method of GHB determination and esti-
mation of endogenous GHB concentrations in urine
samples collected from living and deceased persons
appears appropriate. Estimation of the stability of en-
dogenous GHB in urine samples stored under various
conditions was also an essential element.

2. Material and methods
2.1. Biological material

Randomly selected urine samples taken from living
persons and dead bodies were used as material for
analyses. Samples freshly collected from living,
healthy, non-takers of drugs and GHB were used as
control material in developing the method and for de-
termining physiological GHB concentrations. Endog-
enous GHB concentrations were also determined in

urine samples collected during autopsies from corpses
of persons in which use of this compound could be ex-
cluded on the grounds of circumstances of the incident
and results of toxicological analysis. These samples
were taken from material evidence sent to the Institute
of Forensic Research in Krakow in order to carry out
chemical-toxicological analysis.

The same intravital and post mortem urine samples
were also used for the study of stability of GHB stored
under different time and temperature conditions ac-
cording to established research procedure.

2.2. Chemicals

GHB (sodium salt) and GHB-D¢ were from
Cerilliant, 1,4-BD and GBL from Aldrich, ethyl ace-
tate (HPLC purity) from Merck, B-hydroxybutyric acid
(BHB) (sodium salt) and derivatization agent
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide with 1% ad-
dition of trimethylchlorosilane (BSTFA + 1% TMCS)
from Sigma.

2.3. Extraction

200 pl of urine and 20 pl of GHB-Dg internal stan-
dard solution (100 pg/ml) were added to an Eppendorf
vial, achieving a concentration of 10 ug/ml in urine.
Samples were vortexed followed by addition of 200 pl
of citrate buffer (pH 2) and 1 ml of ethyl acetate. The
mixture was shaken for 10 min with the use of a shaker
and then centrifuged (4000 rpm). After centrifugation,
an aliquot of 800 pl (4 x 200 pl) organic layer was
transferred to another Eppendorf vial and evaporated
to dryness under a stream of nitrogen at 40°C. 50 pl of
ethyl acetate and 20 pl of derivatisation agent (BSTFA
+ 1% TMCS) were added to the dry extract. Samples
were vortexed and derivatised for 30 minutes at 60°C
and after cooling to room temperature were analysed
by the GC-MS method.

2.4. Apparatuses and analysis conditions

After derivatisation, extracts were analysed using
the gas chromatography-mass spectrometry method
with positive chemical ionisation (PCI-GC-MS).

Agilent Technologies 6890 gas chromatograph
equipped with a 5973 mass selective detector (MSD)
with possibility of optional use of chemical ionisation
(CI), and 6890 autosampler were applied to analysis.
Separation was performed using a DB-5MS (30 m x
0.25 mm x 0.25 um, J & W Scientific) capillary col-
umn in gradient temperature mode. The initial oven
temperature was 55°C for 1 min, then raised at a rate of
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20°C/min to 280°C and held for 5 min. The injection
port was set at 240°C and quadrupole at 106°C. Helium
was used as a carrier gas at a flow rate of 1.2 ml/min
and methane was used as an ionisation gas at a flow
rate of 20 ml/min. The injection volume was 2 pl.

3. Results and discussion

Carrying out preliminary research in total ion cur-
rent mode allows registration of the full mass spectra
of GHB, GHB-Dg, GBL, 1,4-BD and BHB, and selec-
tion of the most intensive ions for further analysis in
selected ion monitoring mode (SIM). Mass spectra of
GHB and GHB-Dg are shown in Figures 2 and 3.
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Fig. 2. GHB mass spectrum obtained by the PCI-GC-MS
method after BSTFA+1%TMCS derivatisation.
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Fig. 3. GHB-Dg trimethylsilyl mass spectrum obtained by
the PCI-GC-MS method

The studied compounds, i.e. GHB, GHB-Dg, and
GBL, 1,4-BD, and BHB, as potentially able to inter-
fere with analytes, were identified on the basis of re-
tention times and selected ions (Table I). Ions at m/z
159 and 165 were used for quantification of GHB and
GHB-Dg¢. Chromatograms of these ions in urine ex-
tracts with addition of GHB and GHB-Dg at a concen-

tration of 10 pg/ml as trimethylsilyl derivatives are
shown in Figure 4.

TABLE I. ANALYTICAL CHARACTERISTICS OF
ANALYSED COMPOUNDS

Compound  Ion Retention time ¢,

[m/z] (h]

GHB 159,233,321,395 6.00

GHB-Dg 165, 239,327,401 6.10

GBL 341 10.50

1,4-BD 299, 315 6.41

BHB 233,321, 395 5.50
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Fig. 4. Selected ion (m/z 159 and 165) chromatograms of ex-
tracted urine with addition of GHB and GHB-Dg at 10 pg/ml
derivatised with BSTFA+1% TMCS.

GHB was extracted from urine by liquid-liquid ex-
traction. The influence of 8 kinds of solvents (n-butyl
chloride, chloroform, methylene chloride, diethyl
ether, diisopropyl ether, ethyl acetate, n-hexane,
n-heptane) (Figure 5) and 6 kinds of buffering of ex-
traction mediums (2 M H,SO,, 10% HCI, buffers:
phosphate at pH 2, 3 and 7.4, and citrate at pH 2) (Fig-
ure 6) on GHB recovery was examined during optimi-
sation of the method of extraction. These recoveries
fluctuated depending on conditions from 0.17% to
40%. The most optimal conditions turned out to be ex-
traction by ethyl acetate from citrate buffer pH 2 me-
dium, in which the recovery of the process was 40% at
a concentration of 10 pg/ml.

Because of the presence of endogenous GHB in
urine, calibration of the method was carried out by the
standard addition method. A series of 10 samples, 1 ml
each, was prepared from a urine sample taken from
one source. GHB in rising concentrations of 0; 0.1;
0.2; 0.5; 1; 2; 5; 10; 50 and 100 pg/ml was added to
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Fig. 5. Influence of used extrahent on efficiency of GHB ex-
traction.
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Fig. 6. Influence of kind of buffering medium on efficiency
of GHB extraction.

successive samples. A calibration curve was plotted on
the basis of the ratio of areas of peaks originating from
GHB and GHB-Dg as a function of GHB concentra-
tion. On the basis of 10-point calibration curves it was
ascertained that the PCI-GC-MS method was linear in
two working ranges: 0.1-10 pg/ml and 10-100 pg/ml.
Values of correlation coefficients characterising linear
regression equations for calibration curves obtained
during six independent analyses of urine samples col-
lected from different persons were 0.9992 and 0.9963,
respectively.

Endogenous GHB concentrations in urine samples
used for preparation of the calibration curve were de-
termined by extrapolation of obtained rectilinear de-
pendencies to the intersection point with axis of
concentrations. It should be added that many authors
have used synthetic urine that is free from bacteria and
many compounds that are present in real urine, includ-

ing GHB, for calibration of the method of GHB deter-
mination. The limit of detection (LOD) was deter-
mined as the concentration for which the value of the
analytical signal (peak height) derived from GHB ex-
ceeds by three times the noise signal value. The limit
of quantification (LOQ) was accepted as the concen-
tration at which the height of the GHB peak was
6 times greater than the height of the noise peak. In this
manner LOD and LOQ estimated for GHB in urine
were about 0.045 and 0.075 pg/ml, respectively. Intra-
group and intergroup precision determined on one day
and on different days during the week on the basis of
analyses of four different urine samples with addition
of GHB at a concentration of 10 pg/ml, expressed as
RSD, were 1.2% and 13%, respectively.

For the purpose of control of method precision, and
because of inaccessible commercial reference material
containing GHB, three control urine samples collected
from different persons with addition of GHB at a con-
centration of 10 pg/ml were prepared. Average analyte
concentrations were estimated from both calibration
curves. They were 10.18 £ 0.13 pg/ml and 9.22
+ 1.14 pg/ml. The relative accuracy of the method, cal-
culated according to the formula [(mean concentration
—target concentration) / target concentration] x 100%,
did not exceed £8% of the target value.

Two intravital and post mortem urine samples with
addition of GHB, GBL, 1,4-BD and BHB at concen-
trations of 10 pg/ml were subjected to the analytical
process for the purpose of verification of method spec-
ificity. It was ascertained that there is no interference
of the selected analytes with GHB determination. The
selection of compounds for specificity tests was fully
justified by the possibility of their co-occurrence in
urine samples originating from persons taking GHB
for different purposes. Validation parameters of the
method were not estimated for GBL and 1,4-BD, but
a 9-point calibration curve for BHB was prepared that
was linear in the ranges 0.1-100 pg/ml and 10—
100 pg/ml. Determination of BHB in urine has essen-
tial importance because it is recognised as an indicator
of alcoholic ketoacidosis, especially in investigations
of the cause of death of persons that misuse alco-
hol [16].

It can be accepted that the validation parameters of
the PCI-GC-MS method of GHB determination in
urine guarantee its usefulness. The procedure of sam-
ple preparation is not complicated and can be applied
to routine work in the majority of laboratories.

Efforts to develop an EI-GC-MS method of GHB
determination in urine did not produce satisfactory re-
sults on account of higher LOD and LOQ values
amounting to 4 pg/ml and 7 pg/ml, respectively.
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The validated PCI-GC-MS method was applied to
the determination of endogenous concentrations of GHB
in intravital and post mortem urine samples. Intravital
samples were analysed immediately after collecion.

Urine from autopsies was analysed at different times
after death, i.e. after 34—380 days (Table II).

TABLE II. STORAGE TIME OF POST MORTEM
SAMPLES OF URINE BEFORE
DETERMINATION OF ENDOGENOUS GHB

No. Time intervals CGHB

[days] [ng/ml]
Death-autopsy ~ Autopsy-analysis

1 4 30 15.04

2 6 100 0.54

3 6 123 0.12

4 1 154 7.62

5 5 71 11.54

6 - 349 2.79

7 1 64 8.84

8 6 374 14.50

9 - 108 3.66

10 - 138 4.57

11 - 195 0.52

12 - 50 0.15

“~ Unknown.

The fundamental criterion of material selection
was exclusion of the possibility of taking GHB before
death. Determined GHB concentrations ranged from
0.05-0.35 pg/ml (average 0.21 = 0.09, median
0.21 pg/ml) in urine collected from living persons
(n=12) and 0.12-14.50 pg/ml (5.82 £ 5.50; 4.11 pg/ml)
in urine from autopsies (n = 12) (Figure 7).

Each of the above mentioned analysed urine sam-
ples was divided into nine parts and put into hermeti-
cally sealed vials. Three samples from each source
were stored at —18°C, +3°C and room temperature
(about 20°C). GHB was determined in individual sam-
ples after 2, 4 and 8 weeks of storage (Figure 8).

Endogenous concentrations of GHB in post mor-
tem urine samples were higher than in samples taken
from living persons. Values of these concentrations
did not change in material that was stored at low tem-
peratures, but an increase in GHB concentration was

[ Antemortem samples
Postmortem samples

endogenous GHB conc. [ug/ml]

0 e G AGAG A A

urine sample

Fig. 7. Endogenous GHB concentrations in urine samples.

25

Temperature:
—o— 425
-a- s
Sode- 1B

concentration [ug/ml]

time [weeks]
Fig. 8. Changes of GHB concentration during storage in dif-
ferent conditions.

observed in urine samples that were stored at room
temperature.

Endogenous (0.05-0.035 pg/ml) GHB concentra-
tions determined in intravital samples in this study are
lower than those established by other authors. Concen-
trations determined by LeBeau [20] in urine samples col-
lected from 207 persons ranged from 0.00-2.70 pg/ml
(more precisely — from the LOQ value of 0.20 pg/ml)
with median 0.24 pg/ml. In his earlier research [18],
GHB concentrations were as high as 6.63 ug/ml in
a group of 8 persons from whom 425 urine samples
were collected during one week and indicated statisti-
cally significant intraindividual variation. For compar-
ison, it is necessary to quote GHB concentration
determined in urine samples (n =21) collected from al-
leged victims of rapes with use of GHB which fluctu-
ated from 2.3 up to 6100 pg/ml, the median being only
15 pg/ml [21].

Determined GHB concentrations (0.12—14.50 pg/ml)
in post mortem urine samples were decidedly higher
than those revealed in intravital material. Comparison
of them with data from the literature is difficult. Re-
sults of research published so far are characterised by
a broad range. Some researchers [6] present evidence
that values of GHB concentrations in intravital and
post mortem urine samples are comparable and do not
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change significantly during storage of material with
NaF addition at low temperature. A decided majority
maintains that storage of the material at room tempera-
ture without sodium fluoride addition can cause for-
mation of GHB concentration even up to 433 pg/ml in
the blood and significantly lower in the urine. Analysis
of 13 cases of deaths not associated with GHB con-
sumption showed comparable GHB concentrations in
blood (range: 0—197 pg/ml, average: 57 pg/ml) and
urine (0—217 pg/ml; 56 pg/ml) [5]. One of the causes
of occurrence of higher GHB concentrations in au-
topsy material can be the biogenic amine — putrescine,
which arises as a result of albumin degradation (e.g.
putrefaction processes) and is one of the sources of
GHB produced after death. Another cause can be accu-
mulation of too much succinic acid as a result of stop-
ping the Krebs Cycle, which is in turn transformed to
GHB. Therefore, in order to correctly interpret deter-
mined GHB concentration for the purpose of confir-
mation or exclusion of its consumption, it is necessary
to remember about factors that can have an influence
on GHB concentration in analysed biological material.

4. Summary

The elaborated PCI-GC-MS method for determina-
tion of GHB in urine enables identification of this
compound at low concentrations, so it is useful both
for forensic and clinical toxicology.

Difficulties associated with interpretation of re-
sults of determination of GHB in biological material
relating to its possible consumption result mainly from
the natural presence of this compound in the organism
and its changes during storage of the material.
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OZNACZANIE KWASU GAMMA-HYDROKSYMASLOWEGO (GHB)
W MOCZU METODA CHROMATOGRAFII GAZOWEJ SPRZEZONEJ
ZE SPEKTROMETRIA MAS Z DODATNIA JONIZACJA CHEMICZNA

(PCI-GC-MS)

1. Wstep

Kwas y-hydroksymastowy, GHB (rycina 1), jest zwiaz-
kiem endogennym obecnym w organizmie kazdego czto-
wieka. Posiada on szereg cech neuroprzekaznika. Pow-
staje w o$rodkowym uktadzie nerwowym (OUN) z neu-
roprzekaznika kwasu y-aminomastowego (GABA), w kto-
ry sam moze si¢ przeksztalci¢. W organizmie ulega bio-
transformacji do kwasu bursztynowego i dalszym prze-
mianom w cyklu Krebsa. Po raz pierwszy zsyntetyzo-
wany zostal w 1961 roku przez francuskiego naukowca
dra H. Laborita, ktory badat skutki, jakie powoduje GABA
w mozgu [28].

Poczatkowo GHB stosowano w celach medycznych
jako s$rodek znieczulajacy. Ze wzgledu na efekty ubocz-
ne, jakie wywotywat, ograniczono jego zastosowanie do
leczenia narkolepsji (Stany Zjednoczone) i uzaleznienia
od alkoholu (Wtochy) [15]. W niektorych krggach mto-
dziezowych bywa propagowany i sprzedawany jako sub-
stytut sterydow anabolicznych majacy powodowac przy-
rost masy migs§niowej, a w innych przeciwnie, jest pole-
cany jako naturalny produkt powodujacy obnizenie masy
ciata. GHB jest rowniez reklamowany jako $rodek lecza-
cy bezsennos¢, zapobiegajacy starzeniu sig, tysieniu, po-
prawiajacy nastrdj, znoszacy niepokdj i depresj¢ oraz
podnoszacy wydolno$¢ seksualng [5, 20]. Od lat dzie-
wigcdziesiatych dwudziestego wieku gwaltownie wzra-
sta naduzywanie GHB w celach ,;rekreacyjnych” jako
tzw. ,,narkotyku klubowego”, czyli stosowanego w celu
wprowadzenia si¢ w stan odurzenia. GHB oraz jego ana-
logi, a zarazem prekursory do produkcji, tj. lakton kwasu
v-hydroksymastowego (GBL) i 1,4-butanodiol (1,4-BD)
naleza takze do grupy Srodkéw okreslanych nazwa date-
rape drugs, ktore stosowane sa w celu utatwienia wyko-
rzystania seksualnego. Do zgwalcen dochodzi wowczas,
kiedy ofiara znajduje si¢ pod dziataniem §wiadomie lub
nieswiadomie przyjetego srodka. W tym drugim przy-
padku substancja jest zazwyczaj dodawana niepostrzeze-
nie do napoju potencjalnej ofiary. Skutki, jakie wywotuja
te srodki, to m.in. utrata §wiadomosci, amnezja i obnizo-
ny poziom zahamowania psychicznego. Niejasno zapa-
migtany przebieg zdarzenia sprawia, ze ofiary zgwalcen
zglaszaja si¢ na policj¢ najczgsciej po uplywie dluzszego
czasu. Ze wzgledu na naturalng obecnos¢ GHB w orga-
nizmie, szybka eliminacj¢ przyjetej dawki (jest wykry-
wany do 8 godzin z krwi i do 12 godzin z moczu) i uptyw
czasu od jej przyjecia, czesto staje si¢ praktycznie nie-

mozliwe udowodnienie uzycia GHB jako $rodka utatwia-
jacego dokonanie zgwalcenia [1, 2, 3].

Krytycznym problemem jest ustalenie granicy stgzen
endogennego GHB w materiale biologicznym. Gdy jedni
badacze przytaczaja nieznaczace jego poziomy w 0soczu
(okoto 0,1 pg/ml) i moczu (okoto 2,5 pg/ml), materia-
fach, ktore pobrane sa od 0s6b zywych [28], inni podaja
warto$ci 2—-3 pg/ml dla krwi i 5-6 pg/ml dla moczu [11],
a nawet proponuja przyjgcie granicznego st¢zenia 10 pg/ml
w moczu [20]. Przyjecie takiej warto$ci granicznej dla
rozroéznienia egzo- i endogennego pochodzenia GHB
spowodowata, ze po podaniu jednorazowej terapeuty-
cznej jego dawki (50 mg/kg) w 12,5%, 81,3% i 100%
probek moczu pobranych odpowiednio w przedziatach
3—-6h, 6—12 h i 12-24 h st¢zenie zwiazku znajdowato si¢
ponizej proponowanej granicy [15]. Po przyjeciu wyz-
szych dawek, do 7 g (~100 mg/kg), jego stgzenie we krwi
i w moczu osiagato wartos$ci trudne do zinterpretowania
po 8112 h[5]. Z licznych danych uzyskanych z pismien-
nictwa [5, 8, 10, 13, 17, 29] wynika, ze wedlug obecnie
posiadanej wiedzy, wyznaczenie jednoznacznej granicz-
nej wartosci jest ciagle dyskusyjne. Wartosci stezen GHB
w materiale biologicznym zmieniaja si¢ i zaleza od wielu
czynnikoéw. Przyzyciowo badano wptyw plci, rasy, wie-
ku, warunkow zdrowotnych, leczenia [20] i diety, a szcze-
gblnie picia alkoholu i palenia tytoniu [23, 24] oraz obni-
zonego pH moczu na stgzenie endogennego GHB w pty-
nach ustrojowych. W materiale sekcyjnym duza zmien-
no$¢ w stezeniu tego zwiazku stwierdzono w zalezno$ci
od rodzaju materialu, a nawet miejsca pobrania krwi ze
zwtlok [5], warunkow i czasu przechowywania pobrane-
go materialu oraz sposobu jego konserwacji [6, 19].

Przyjmowanie GHB w mniejszych dawkach wywo-
huje euforig, odprezenie, odurzenie, sennosé, zachwianie
rownowagi i halucynacje. Wigksze dawki prowadza do
zaburzen oddychania i utraty przytomnosci. Z kolei efek-
tem przyjecia duzych dawek GHB jest gieboka $pigczka
iamnezja[5, 25, 30]. Waski przedzial st¢zen terapeutycz-
nych sprawia, ze tatwo dochodzi do przedawkowania
i zatru¢. Jednym z gtéwnych powodow przedawkowania
jest nieznajomos$¢ zawartosci czystego GHB w przyjetej
substancji oraz interakcje z innymi srodkami, szczegdlnie
przeciwdepresyjnymi, benzodiazepinami, barbituranami,
badz tez z alkoholem.

GHB zazwyczaj przyjmowany jest doustnie, ale moze
by¢ réwniez wstrzykiwany dozylnie. Przewaznie wyste-
puje jako sol sodowa w postaci biatego proszku, tabletek
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lub kapsutek. Spotykany jest rowniez w postaci bez-
barwnej, bezwonnej cieczy o lekko stonawym smaku.
Przed pozamedycznym uzyciem rozpuszczany jest w wo-
dzie, sokach, napojach alkoholowych, w ktorych jest nie-
wyczuwalny i niezauwazalny.

GHB przyjety doustnie ulega szybkiemu wchtania-
niu, metabolizowaniu i wydalaniu z moczem. Jednak tyl-
ko 5% przyjetej dawki przechodzi do moczu w postaci
niezmienionej. Okres pottrwania GHB wynosi 30-60 mi-
nut. Przyjety w duzej dawce jest wykrywany we krwi do
8 godzin, a w moczu nawet do 12 godzin [5].

Do niedawna sktadniki uzywane do wytwarzania
GHB, tj. GBL i 1,4-BD, byly powszechnie dostgpne.
Zwiazki te w organizmie ludzkim tatwo przeksztatcaja
si¢ do GHB, co powoduje wzrost jego st¢zenia we krwi
i w modzgu oraz wystapienie takich samych objawow
dziatania, jak po przyjeciu GHB [29]. Dlatego tez GBL,
1,4-BD, a ostatnio nawet GVL (y-walerolakton), sa czg-
sto stosowane jako zamienniki GHB [27].

GHB jest objety kontrola prawna w wielu krajach, np.
w Kanadzie (od 1998 r.), w niektérych krajach Unii Eu-
ropejskiej, Japonii (2001), Szwajcarii i w Stanach Zjed-
noczonych (2002). Analogi GHB nie sa zaliczane do
zwiazkow nielegalnych. Rozporzadzenie Parlamentu Eu-
ropejskiego i Rady Europy z dnia 11 lutego 2004 r.
w sprawie prekursorow narkotykowych rowniez nie wy-
mienia tych zwiazkéw. W Polsce, zgodnie z ustawa
z dnia 29 lipca 2005 r. o przeciwdziataniu narkomanii,
GHB jest zaliczany do substancji psychotropowych gru-
py IV-P. Jego pochodne wprawdzie nie sa wymieniane,
ale spelniaja definicje srodka zastgpczego.

Do oznaczania GHB w materiale biologicznym sto-
sowano rozne metody instrumentalne, m.in. chromato-
grafi¢ gazowa z detekcja wychwytu elektronow [9] oraz
z detekcja mas [12, 21, 26], wysokosprawng chromato-
grafi¢ cieczowa z detekcja UV oraz mas [22]. W meto-
dach wykorzystujacych technik¢ GC-MS analiza GHB
polega najczg$ciej na przeksztalceniu tego zwiazku
w GBL lub poddaniu derywatyzacji odczynnikiem sililu-
jacym. Po derywatyzacji oznaczano GHB w moczu w za-
kresie stezen od 5 do 6100 pg/ml [7, 19] oraz we krwi
w zakresie od 1 do 200 pg/ml [11]. Zastosowanie techniki
LC-MS w oznaczaniu GHB jest mniej popularne, po-
mimo ze nie wymaga ona przeprowadzania analitu w po-
chodne [14, 32]. Granice oznaczalno$ci GHB metodami
LC-MS wynosza 1 pg/ml. Na oznaczanie GHB w ply-
nach ustrojowych technika HPLC-UV ma wptywa niski
wspolczynnik absorpcji wlasciwej, skutkiem czego gra-
nica oznaczalno$ci w tej metodzie wynosi 10 pg/ml [31].
Opracowano rowniez szybki kolorymetryczny test do
wykrywania GHB w moczu. Test umozliwia wykrycie
100 ng GHB w jednomililitrowej probce moczu w po-
staci purpurowego kompleksu z zelazem tworzacego si¢
w obecnosci hydroksylaminy i po przeksztatceniu GHB

do GBL. Przy takiej granicy wykrywalno$ci wptyw endo-
gennego GHB na dodatni wynik testu mozna pominaé [4].

W kontekscie wyzej przedstawionych zagadnien wy-
dawato si¢ celowe opracowanie metody oznaczania GHB
oraz wyznaczenie zakresow st¢zen endogennego GHB
w probkach moczu pobranych od 0séb zywych oraz ze
zwlok. Istotnym elementem byta rowniez ocena trwatosci
endogennego GHB w probkach moczu przechowywa-
nych w r6znych warunkach.

2. Material i metody
2.1. Material biologiczny

Materiat do badan stanowity losowo wybrane proby
moczu pochodzace od 0s6b zywych i ze zwlok. Probki
$wiezo po pobraniu od zywych, zdrowych, nieprzyjmu-
jacych lekoéw i GHB o0s6b, uzywano jako materiat kon-
trolny do opracowania metody oraz do wyznaczania stg-
zen fizjologicznego GHB. Ste¢zenia endogennego GHB
wyznaczono réwniez w probkach moczu sekcyjnego po-
branego ze zwlok 0s6b, u ktorych przyjecie tego zwiazku
przed zgonem mozna byto wykluczy¢ na podstawie oko-
liczno$ci zdarzenia i wynikoéw analizy toksykologiczne;.
Materiat ten stanowity dowody rzeczowe nadestane do
Instytutu Ekspertyz Sadowych w Krakowie w celu prze-
prowadzenia analizy chemiczno-toksykologiczne;j.

Te same probki moczu pobranego przyzyciowo i pod-
czas sekcji stuzyly réwniez do oceny trwatosci GHB
przechowywanego w réznych czasie i temperaturze, we-
dtug ustalonej procedury badan.

2.2. Odczynniki

GHB (w postaci soli sodowej) i GHB-Dg pochodzity
z firmy Cerilliant, 1,4-BD i GBL z firmy Aldrich, octan
etylu (o czystosci do HPLC) z firmy Merck, kwas -hy-
droksymastowy (BHB) (w postaci soli sodowej) oraz od-
czynnik derywatyzujacy N,O-bis(trimetylosililo)tri-fluoro-
acetamid z dodatkiem 1% trimetylochlorosilanu (BSTFA
+ 1% TMCS) z firmy Sigma.

2.3. Ekstrakcja

Do fiolki Eppendorfa wlano 200 pl moczu i 20 pl roz-
tworu wzorca wewngtrznego GHB-Dg (100 pg/ml), osia-
gajac stgzenie 10 pg/ml w moczu. Probki mieszano za po-
moca worteksu, a nast¢pnie dodawano 200 pl buforu cy-
trynianowego o pH 2 oraz po 1 ml octanu etylu. Mie-
szaning wytrzasano za pomoca wytrzasarki przez 10 mi-
nut, po czym odwirowywano przy 4000 obr/min. Po od-
wirowaniu pobierano 800 ul (4 x 200 ul) fazy orga-
nicznej do kolejnej fiolki Eppendorfa i odparowywano
do sucha w strumieniu azotu w temperaturze 40°C. Na-
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stepnie do suchej pozostatosci dodawano po 50 ul octanu
etylu i 20 pl odeczynnika derywatyzujacego (BSTFA +
1% TMCS). Probki mieszano za pomoca worteksu i pod-
dawano derywatyzacji przez 30 minut w temperaturze
60°C, a po ozigbieniu do temperatury pokojowej analizo-
wano metoda GC-MS.

2.4. Aparatura i warunki analizy

Ekstrakty po derywatyzacji analizowano metoda
chromatografii gazowej sprzgzonej ze spektrometria mas
z pozytywna chemiczna jonizacja (PCI-GC-MS).

Do badan zastosowano chromatograf gazowy (GC)
firmy Agilent Technologies serii 6890 wyposazony w se-
lektywny detektor mas (MSD) serii 5973 z mozliwoscia
opcjonalnego stosowania jonizacji chemicznej (CI) oraz
automatyczny podajnik probek serii 6890. Rozdziat pro-
wadzono na kolumnie kapilarnej typu DB-5MS (30 m x
0,25 mm x 0,25 um, J & W Scientific) w programowa-
nym gradiencie temperatury. Poczatkowa temperatura
pieca wynosita 55°C i utrzymywana byta przez 1 minute,
po czym wzrastala o 20°C/min do temperatury 280°C,
ktéra utrzymywano przez 5 minut. Temperatura zaworu
nastrzykowego wynosita 240°C, a kwadrupola 106°C.
Gazem nos$nym byt hel, przeptywajacy przez kolumng
z szybko$cia 1,2 ml/min, a jonizujacym metan, ktdrego
przeptyw wynosit 20 ml/min. Objgto$¢ nastrzyku wy-
nosita 2 pl.

3. Wyniki i dyskusja

Przeprowadzenie badan wstgpnych w trybie zbierania
catkowitego pradu jonowego pozwolito na rejestracje
petnych widm masowych GHB, GHB-Dy, GBL, 1,4-BD
i BHB oraz wybranie najintensywniejszych jonéow do
dalszych badan w trybie monitorowania wybranych jo-
néw (SIM). Widma masowe GHB i GHB-Dg przedsta-
wiono na rycinie 2 i 3.

Objete badaniami zwiazki, czyli GHB, GHB-Dg oraz
GBL, 1,4-BD i BHB, jako mogace potencjalnie interfe-
rowa¢ z analitami, identyfikowano na podstawie czasow
retencji i wybranych jonow (tabela I). W analizie iloscio-
wej dla GHB 1 GHB-Dg stosowano odpowiednio jony
o m/z 159 1 165. Chromatogramy tych jonow w ekstrak-
cie moczu z dodatkiem GHB i GHB-Dg w stezeniu
10 pg/ml w postaci trimetylosililowych pochodnych
przedstawiono na rycinie 4.

GHB ekstrahowano z moczu w uktadzie ciecz-ciecz.
Optymalizujac metodg ekstrakcji, zbadano wptyw 8 ro-
dzajow rozpuszczalnikow (chlorek n-butylu, chloroform,
chlorek metylenu, eter dietylowy, eter diizopropylowy,
octan etylu, n-heksan, n-heptan) (rycina 5) oraz 6 rodza-
jow buforowania $rodowiska ekstrakcji (2 M H,SO,,
10% HCI, bufory: fosforanowy o pH 2, 3 i 7,4 oraz cy-

trynianowy o pH 2) (rycina 6) na wydajno$¢ wyosab-
niania GHB. Wydajnosci te w zaleznosci od warunkow
wahaty si¢ w granicach od 0,17% do 40%. Najbardziej
optymalnymi warunkami okazata si¢ ekstrakcja octanem
etylu ze srodowiska buforu cytrynianowy o pH 2, w kto-
rych wydajno$¢ procesu wyznaczona przy stgzeniu
10 pg/ml wynosita 40%.

Ze wzgledu na obecno$¢ endogennego GHB w mo-
czu, wzorcowanie metody przeprowadzono technika do-
datku wzorca. Z proby moczu pobranej z pojedynczego
zrodta przygotowano serig 10 probek po 1 ml kazda. Do
kolejnych probek dodawano GHB we wzrastajacym stg-
zeniu, tj. 0; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10; 50 i 100 pg/ml.
Wykreslono krzywa kalibracyjna na podstawie stosunku
pol powierzchni pikow pochodzacych od GHB i GHB-Dg
w funkcji stgzenia GHB. Na podstawie 10-punktowych
krzywych kalibracyjnych stwierdzono, ze metoda PCI-
GC-MS byta liniowa w dwoch zakresach roboczych:
0,1-10 pg/ml i 10—100 pg/ml. Warto$ci wspotezynnikow
korelacji charakteryzujacych réwnania regresji liniowe;j
dla krzywych kalibracji, a otrzymanych podczas szeéciu
niezaleznych analiz probek moczu pochodzacych od r6z-
nych o0s6b, wynosity odpowiednio 0,9992 i 0,9963.

Ekstrapolujac otrzymane prostoliniowe zalezno$ci do
punktu przecigcia si¢ z 0sia st¢zen, wyznaczano st¢zenie
endogennego GHB w probkach moczu uzytych do spo-
rzadzenia krzywej. Nalezy dodaé, ze wielu autoréw do
wzorcowania metody oznaczania GHB uzywalo synte-
tycznego moczu wyprodukowanego w warunkach labo-
ratoryjnych, ktory jest wolny od bakterii i wielu zwiaz-
kéw obecnych w moczu rzeczywistym, w tym GHB.

Granicg wykrywalno$ci (LOD) wyznaczono jako stg-
zenie, dla ktérego warto$¢ sygnatu analitycznego (wyso-
kos$¢ piku) pochodzacego od GHB trzykrotnie przewyz-
szala warto$¢ sygnatu szumow. Za granicg wykrywalnos-
ci (LOQ) przyjeto stgzenie, przy ktorym wysokos¢ piku
GHB byta 6-krotnie wyzsza od wysokos$ci piku szumow.
W ten sposoéb wyznaczone LOD i LOQ dla GHB w mo-
czu wynosity odpowiednio okoto 0,045 1 0,075 pg/ml.

Precyzja wewnatrzgrupowa i migdzygrupowa ozna-
czona w jednym dniu i w r6znych dniach w ciagu tygod-
nia na podstawie analizy czterech réznych probek moczu
z dodatkiem GHB w st¢zeniu 10 pg/ml, wyrazona przez
RSD, wynosita odpowiednio: 1,2% 1 13%.

W celu kontroli doktadno$ci metody, a z powodu ko-
mercyjnie niedostgpnego materialu odniesienia zawiera-
jacego GHB, sporzadzono trzy probki kontrolne moczu
pochodzace od réznych osob, z dodatkiem GHB w steg-
zeniu 10 pg/ml. Srednie stezenie analitu wyznaczano
z obu krzywych kalibracyjnych. Wynosity one 10,18
10,13 pg/ml 19,22 + 1,14 pg/ml. Relatywna doktadnos¢
metody, obliczona wg wzoru [($rednie steZenie — st¢zenie
odniesienia) / st¢zenie odniesienia] x 100%, nie prze-
kraczata +8% warto$ci odniesienia.
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Weryfikacje specyficznosci metody przeprowadzo-
no, poddajac pelnemu procesowi analitycznemu po dwie
préoby moczu przyzyciowego i sekcyjnego z dodatkiem
GHB, GBL, 1,4-BD i BHB rowniez w stezeniu 10 pg/ml
kazdy. Nie stwierdzono interferencji wybranych anali-
tow na oznaczanie GHB. Wybor zwiazkéw do badania
specyficznosci byt wysoce uzasadniony mozliwos$cia ich
wspolobecnosci w probkach moczu pochodzacych od
0s6b przyjmujacych GHB w roznych celach. Nie wyz-
naczano parametrow walidacyjnych metody dla GBL
i 1,4-BD, ale sporzadzono 9-punktowa krzywa kalibra-
cyjna dla BHB, ktora zachowywata liniowos¢ w zakre-
sach 0,1-10 pg/ml oraz 10-100 pg/ml. Oznaczanie BHB
W moczu ma istotne znaczenie, poniewaz jest on uznany
jako wskaznik alkoholowej kwasicy ketonowej, szcze-
gblnie w badaniach przyczyny zgonu osob naduzywa-
jacych alkoholu [16].

Mozna przyjaé, ze parametry walidacyjne metody
PCI-GC-MS oznaczania GHB w moczu gwarantuja jej
uzyteczno$¢. Procedura przygotowania probki nie jest
skomplikowana i moze by¢ stosowana do rutynowej pra-
cy w wigkszos$ci laboratoriow.

Proby opracowania metody EI-GC-MS oznaczania
GHB w moczu nie przyniosty zadowalajacych wynikow
ze wzgledu na wyzsze wartosci LOD 1 LOQ wynoszace
odpowiednio 4 pg/mli 7 pg/ml.

Zwalidowana metoda PCI-GC-MS wyznaczano stg-
zenia endogenne GHB w probkach moczu pochodzacych
od 0s6b zywych i ze zwlok. Probki pobrane przyzyciowo
poddawano analizie natychmiast po pobraniu. Mocz sek-
cyjny badano w réznym czasie od zgonu, tj. po 34—
380 dniach (tabela II).

Zasadniczym kryterium wyboru tego materiatu sta-
nowito wykluczenie mozliwosci przyjecia GHB przed
zgonem. Wyznaczone st¢zenia GHB miescily si¢ w gra-
nicach 0,05-0,35 pg/ml ($rednia 0,21 + 0,09; mediana
0,21 pg/ml) w moczu pobranym od 0so6b zywych (n=12)
1 0,12-14,50 pg/ml (5,82 + 5,50; 4,11 pg/ml) w moczu
sekcyjnym (n = 12) (rycina 7).

Kazda z wyzej badanych préb moczu podzielono na
dziewig¢ czg$ci i umieszczono w szczelnie zamknigtych
buteleczkach. Po trzy probki z kazdego zroédta przecho-
wywano w temperaturze —18°C, +3°C i pokojowej (okoto
20°C). W pojedynczych probkach oznaczano GHB po 2,
4 1 8 tygodniach przechowywania (rycina 8).

Stezenia endogennego GHB w prébkach moczu po-
branych ze zwtok byty wyzsze niz u 0séb zywych. War-
tosci tych stezen nie ulegaly zmianie w materiale prze-
chowywanym w niskich temperaturach, natomiast zaob-
serwowano wzrost st¢zenia GHB przy przechowywaniu
moczu w temperaturze pokojowej.

Oznaczone w niniejszej pracy st¢zenia endogenne
(0,05-0,35 pg/ml) GHB w préobach moczu pochodza-
cych od 0sob zywych sg nizsze od wyznaczonych przez
innych autorow. Stezenia wyznaczone przez LeBeau [20]

w probkach moczu pochodzacych od 207 osdb miescity
si¢ w granicach 0,00-2,70 pg/ml (a $cislej od wartosci
LOQ wynoszacej 0,20 pg/ml) z mediang 0,24 pg/ml.
W jego wczesniejszych badaniach [18] stgzenia GHB sig-
galy 6,63 pg/ml w grupie 8 osob, od ktérych pobrano
425 probek moczu w ciagu 1 tygodnia, przy czym wska-
zywaly one znamienng statystycznie wewnatrzosobnicza
zmienno$¢. Dla porownania nalezy przytoczy¢ st¢zenia
GHB oznaczone w probkach moczu (n = 21) pobranych
od domniemanych ofiar zgwalcen z uzyciem GHB, ktore
wahaty si¢ w granicach od 2,3 do 6100 pg/ml, przy czym
mediana wynosita tylko 15 png/ml [21].

Oznaczone stezenia (0,12-14,50 pg/ml) GHB w mo-
czu pobranym ze zwlok byly zdecydowanie wyzsze od
wykazanych w materiale pobranym przyzyciowo. Po-
réwnanie ich z danymi zawartymi w pi$miennictwie jest
trudne. Dotychczas opublikowane wyniki badan cechuje
duza rozpigtos¢. Jedni badacze [6] dowodza, ze warto$ci
stezen GHB w probkach moczu przyzyciowego i sek-
cyjnego sa porownywalne i nie ulegaja istotnym zmia-
nom w czasie przechowywania materiatu z dodatkiem
NaF i w niskiej temperaturze. Zdecydowana wigkszos¢
utrzymuje, ze przechowywanie materialu w temperaturze
pokojowej bez dodatku fluorku sodu moze spowodowac
wytworzenie si¢ GHB w st¢zeniu nawet do 433 pg/ml we
krwi i znacznie mniejsze w moczu. Z analizy 13 przypad-
kow zgonoéw niezwiazanych z przyjeciem GHB wykaza-
no poréwnywalne stezenia GHB we krwi (zakres:
0-197 pg/ml, $rednia: 57 pg/ml) i w moczu (0-217 pg/ml;
56 ng/ml) [5]. Jedna z przyczyn wystgpowania wyzszych
stezen GHB w materiale sekcyjnym moze by¢ biogenna
amina — putrescyna, ktora, powstajac w wyniku rozpadu
biatek (np. procesach gnilnych), stanowi jedno ze zrodet
GHB wytwarzanego po zgonie. Inng przyczyna moze by¢
nagromadzenie sig¢ zbyt duzej ilosci kwasu bursztynowe-
go w wyniku zahamowania cyklu Krebsa, ktory z kolei
jest przeksztalcany do GHB. Dlatego tez, aby dokonaé
wlasciwej interpretacji wyznaczonego stezenia GHB
w celu potwierdzenia lub wykluczenia jego przyjegcia, na-
lezy pamigtac o czynnikach, ktére moga mie¢ wptyw na
stezenie GHB w badanym materiale biologicznym.

4. Podsumowanie

Opracowana metoda PCI-GC-MS do oznaczania
GHB w moczu umozliwia wykrycie tego zwiazku w nis-
kich st¢zeniach, czyli jest przydatna zaréwno dla potrzeb
toksykologii sadowej, jak i kliniczne;j.

Trudnosci zwiazane z interpretacja wynikow ozna-
czania GHB w materiale biologicznym w odniesieniu do
ewentualnej jego konsumpcji wynikaja z gldwnie z na-
turalnej obecnosci tego zwiazku w organizmie oraz prze-
mian, jakim ulega podczas przechowywania materiatu.
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