
Т акже он обязан установить концентрацию 
каждого, а не выяснять, какой именно пре-
парат является непосредственной причиной 

отравления. Это все необходимо выполнять, так как 
фиксируются попытки самоубийств путем приема 
больших доз клопидогреля [4].

Цель ИсследованИЯ
Целью данной работы является изучение возможнос-
тей применения общепринятых в химико-токсиколо-
гическом анализе методов изолирования (то есть  
А. А. Васильевой, Стаса-Отто, В. Ф. Крамаренко,  
П. Валова) для выделения клопидогреля и его мета-
болита (клопидогрель карбоновой кислоты) из био-
логического материала и анализ их преимуществ и 
недостатков. 

матерИалы И методы
Для исследования методов изолирования клопидо-
греля и его метаболита готовили модельные смеси 
веществ с печенью, не претерпевшей гнилостных из-
менений. Для этого к 10 г измельченной печени до-
бавляли 1 мл стандартного раствора клопидогреля 

бисульфата (10 мг) или клопидогрель карбоновой 
кислоты (5 мг) в 0,1 моль/л растворе кислоты хлори-
стоводородной, тщательным образом перемешива-
ли и оставляли на сутки. Готовили также контроль-
ную смесь печени с растворителем (0,1 моль/л рас-
твора кислоты хлористоводородной), исследования 
которой проводили параллельно с основными иссле-
дованиями.

модИФИЦИрованный метод 
а.а. васИльевой

Это методика изолирования клопидогреля и клопи-
догрель карбоновой кислоты из тканей печени во-
дой, подкисленной кислотой щавелевой. Модельную 
или соответствующую контрольную смесь залива-
ли 20 мл воды очищенной, после чего смесь подкис-
ляли 10-процентным раствором кислоты щавелевой 
до рН=2 по универсальной индикаторной бумаге. Да-
лее оставляли на 2 часа при постоянном перемеши-
вании и контроле рН среды. Смесь центрифугирова-
ли (в течение 5 мин. при 5000 об./мин.) и сливали вод- 
ное извлечение. Биологический материал еще дваж-
ды в течение 1 часа настаивали с водой, подкислен-
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ИЗоЛИроВАНИЕ КЛопИДогрЕЛЯ 
И ЕгО МЕТАБОЛИТА ИЗ БИОМАТЕРИАЛА

клопидогрель (плавикс) относится к 
антиагрегантным препаратам и при-
сутствует практически в любой схе-
ме лечения больных с сердечно-со-
судистыми заболеваниями [1-3]. Хо-
тя данный препарат является низ-
котоксичным лекарственным сред-
ством, тем не менее, в случае смер-
тельного отравления неизвестным 
веществом судебно-медицинский 
эксперт-токсиколог должен устано-
вить полный перечень препаратов, 
которые принимал пациент. 
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ной 10-процентным раствором кислоты щавелевой до 
рН=2. Кислые водные извлечения объединяли, пере-
носили в делительную воронку и трижды экстрагиро-
вали хлороформом порциями по 10 мл. «Кислые» хло-
роформные извлечения объединяли и фильтровали 
через бумажный фильтр («красная лента») с 1 г нат-
рия сульфата безводного в мерную колбу емкостью  
25 мл, доводили объем хлороформом до метки (из-
влечение 1А – основное и контрольное). Кислое во-
дное извлечение подщелачивали 25-процентным рас-
твором аммиака до рН=11 и трижды экстрагировали 
хлороформом порциями по 10 мл (при образовании 
стойких эмульсий применяли центрифугирование в те-
чение 5 мин. при 5000 об./мин.). «Щелочные» хлоро-
формные извлечения объединяли и фильтровали че-
рез бумажный фильтр («красная лента») с 1 г натрия 
сульфата безводного в мерную колбу емкостью 25 мл, 
доводили объем хлороформом до метки (извлечение 
1Б – основное и контрольное).

ИспользованИе 
модИФИЦИрованноГо метода 

в. Ф. крамаренко
Это методика изолирования клопидогреля и клопи-
догрель карбоновой кислоты из тканей печени во-
дой, подкисленной кислотой серной. Модельную или 
соответствующую контрольную смесь заливали 0,01 
моль/л раствором кислоты серной с таким расчетом, 
чтобы твердые частицы биологического материала 
были покрыты жидкостью. Содержимое стакана пере-
мешивали, добавляли по каплям 20-процентный рас-
твор кислоты серной до рН=2 по универсальной ин-
дикаторной бумаге и оставляли на 2 часа при посто-
янном перемешивании и контроле рН среды. Смесь 
центрифугировали (в течение 5 мин. при 5000 об./
мин.) и сливали водное извлечение. Биологический 
материал еще дважды в течение 1 часа настаива-
ли с водой, подкисленной кислотой серной до рН=2. 
Кислые водные извлечения объединяли, переноси-
ли в делительную воронку и дважды экстрагировали 
диэтиловым эфиром порциями по 10 мл. Получен-
ные эфирные извлечения отделяли и в дальнейшем 
не исследовали. Кислое водное извлечение подщела-
чивали 20-процентным раствором натрия гидрокси-
да до рН=11 и трижды экстрагировали хлороформом 
порциями по 10 мл (при образовании стойких эмуль-
сий применяли центрифугирование в течение 5 мин. 
при 5000 об./мин.). «Щелочные» хлороформные из-
влечения объединяли и фильтровали через бумаж-
ный фильтр («красная лента») с 1 г натрия сульфата 
безводного в мерную колбу емкостью 25 мл, доводи-
ли объем хлороформом до метки (извлечение 2 – ос-
новное и контрольное).

ИспользованИе модИФИЦИрованноГо 
метода стаса-отто

Это методика изолирования клопидогреля и клопидо-
грель карбоновой кислоты из тканей печени спиртом 

этиловым, подкисленным кислотой щавелевой. Мо-
дельную или соответствующую контрольную смесь за-
ливали 96-процентным этанолом до образования зер-
кальной поверхности над биологическим материалом, 
подкисляли 10-процентным спиртовым раствором кис-
лоты щавелевой до рН=2 по универсальной индика-
торной бумаге и оставляли на 24 часа при постоянном 
перемешивании и контроле рН среды. Смесь центри-
фугировали (в течение 5 мин. при 5000 об./мин.) и сли-
вали спиртовое извлечение. Биологический материал 
еще дважды в течение 24 часов настаивали с этано-
лом, подкисленным 10-процентным спиртовым рас-
твором кислоты щавелевой до рН=2. Кислые спирто-
вые извлечения объединяли, переносили в фарфоро-
вую чашку и упаривали на водяной бане (при темпера-
туре не выше 40°С) до густоты сиропа. Сиропообраз-
ную жидкость обрабатывали абсолютным этанолом, 
добавляя его по каплям до тех пор, пока из извлечения 
не прекращали осаждаться белки. Смесь центрифуги-
ровали (в течение 5 мин. при 5000 об./мин.), слива-
ли спиртовое извлечение, упаривали на водяной бане 
(при температуре не выше 40°С) до густоты сиропа и 
снова проводили осаждение белков и других примесей 
из извлечения абсолютным этанолом до тех пор, пока 
они не прекращали осаждаться после добавления аб-
солютного этанола. Очищенное таким образом спирто-
вое извлечение упаривали на водяной бане (при тем-
пературе не выше 40°С) до густоты сиропа и добав-
ляли к сиропообразной жидкости 5 мл воды очищен-
ной; если при этом образовывался осадок, его отде-
ляли центрифугированием (в течение 5 мин. при 5000 
об./мин.). Кислое водно-спиртовое извлечение перено-
сили в делительную воронку и трижды экстрагирова-
ли хлороформом порциями по 10 мл. «Кислые» хло-
роформные извлечения объединяли и фильтровали 
через бумажный фильтр («красная лента») с 1 г нат- 
рия сульфата безводного в мерную колбу емкостью  
25 мл, доводили объем хлороформом до метки (извле-
чение 3А – основное и контрольное). Кислое водно-
спиртовое извлечение подщелачивали 25-процентным 
раствором аммиака до рН=11 и трижды экстрагирова-
ли хлороформом порциями по 10 мл (при образовании 
стойких эмульсий применяли центрифугирование – в 
течение 5 мин. при 5000 об./мин.). «Щелочные» хлоро-
формные извлечения объединяли и фильтровали че-
рез бумажный фильтр («красная лента») с 1 г натрия 
сульфата безводного в мерную колбу емкостью 25 мл, 
доводили объем хлороформом до метки (извлечение 
3Б – основное и контрольное).

При применении клопидогреля отмечается ряд по-
бочных явлений. Со стороны системы крови это кро-
вотечения (желудочно-кишечные, носовые), пурпура, 
гематомы, редко (0,35%) геморрагический инсульт; 
системы кроветворения – нейтропения, тромбоцито-
пения; центральной и периферической нервной сис-
темы – головная боль, головокружение, парестезии.

Со стороны пищеварительной системы – боль в 
животе, диспепсия, диарея, тошнота, гастрит, запор, 
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в единичных случаях – язвы желудка и двенадцати-
перстной кишки.

Аллергические реакции: кожное высыпание, в от-
дельных случаях – бронхоспазм, анафилактические 
реакции, отек Квинке.

ИспользованИе модИФИЦИрованноГо 
метода п. валова

Это методика изолирования клопидогреля и клопидо-
грель карбоновой кислоты из тканей печени подще-
лоченной водой. Модельную или соответствующую 
контрольную смесь переносили в ступку, добавляли 
к ней 10 г чистого песка и тщательно растирали. Го-
могенизированную массу переносили в стакан, ступ-
ку ополаскивали 20 мл воды очищенной и переноси-
ли в стакан. В стакан с гомогенизированным биоло-
гическим материалом добавляли 2 мл 10-процент-
ного раствора натрия гидроксида. Содержимое ста-
кана оставляли на 30 мин. при постоянном переме-
шивании, после чего смесь центрифугировали (в те-
чение 30 мин. при 3000 об./мин.) и собирали центри-
фугат в чистый стакан. Настаивание биологическо-
го материала с новой порцией подщелоченной во-
ды проводили еще дважды в течение 30 мин. К объ-
единенным щелочным водным извлечениям добав-
ляли 0,05 моль/л раствора кислоты серной до рН=2. 
Жидкость нагревали на водяной бане в течение 20 
мин., а затем центрифугировали в течение 30 мин. 
при 3000 об./мин. Центрифугат собирали в делитель-
ную воронку и трижды экстрагировали равными объ-
емами диэтилового эфира. Полученные извлечения 
(«кислое» эфирное извлечение) объединяли и дваж-
ды экстрагировали 10-процентным раствором натрия 
гидроксида порциями по 20 мл. К объединенным ще-
лочным водным извлечениям добавляли 25-процент-
ный раствор кислоты серной до рН=2 и дважды экс-
трагировали равными объемами диэтилового эфи-
ра. Полученные извлечения («кислое» эфирное из-
влечение) объединяли, фильтровали через бумаж-
ный фильтр («красная лента») с 1 г натрия сульфата 
безводного в мерную колбу емкостью 50 мл, доводи-
ли объем диэтиловым эфиром до метки (извлечение 
4 – основное и контрольное).

Количественное определение исследуемых ве-
ществ проводили с помощью УФ-спектро-фото-
метрической методики в 5 мл (клопидогрель) или  
10 мл (клопидогрель карбоновая кислота) извлече-
ний и экстракционно-фотометрической методики [6] 
в 2 мл извлечений (клопидогрель). Количественное 
определение исследуемых веществ методом ВЭЖХ 
[7] (канал – 280 нм, объем пробы – 2 мкл) проводили 
в 5 мл извлечений после их ТСХ-очистки. 

ИспользованИе методИкИ тсХ-
оЧИсткИ ИзвлеЧенИй

Из бИоматерИала 
Указанное количество хлороформных извлечений 
упаривали на водяной бане до сухого остатка, ко-

торый растворяли в 0,5 мл хлороформа и количе-
ственно наносили на линию старта хроматографи-
ческой пластины Sorbfi ПТСХ-ІІ В полосой шири-
ной 2 см. Пластину элюировали в хлороформе, а 
затем в системе растворителей хлороформ – аце-
тон (80:20) в присутствии «свидетелей». С помо-
щью скальпеля напротив пятна-«свидетеля» с пла-
стины тщательным образом снимали сорбент с 
площади 3 см×1 см в стеклянный флакон. Во фла-
кон добавляли 20 мл 0,01 моль/дм3 раствора кис-
лоты хлористоводородной и встряхивали в течение  
5 мин., после чего фильтровали в мерную колбу ем-
костью 50 мл (клопидогрель) или 25 мл (клопидо-
грель карбоновая кислота) и доводили объем раст-
вора через фильтр («красная лента») растворите-
лем до метки (элюат).

ИспользованИе
уФ-спектроФотометрИЧеской методИкИ

Проводилось количественное определение клопи-
догреля и клопидогрель карбоновой кислоты в по-
лученных извлечениях. Указанное количество хло-
роформных извлечений упаривали на водяной ба-
не до полного удаления органического слоя. Сухие 
остатки растворяли в 10 мл 0,1 моль/дм3 раство-
ра кислоты хлористоводородной. После тщатель-
ного перемешивания измеряли оптическую плот-
ность полученных растворов при длине волны  
278 нм на спектрофотометре СФ-46 в кювете с тол-
щиной слоя 10 мм. В качестве раствора сравнения 
использовали 0,1 моль/л раствора кислоты хлори-
стоводородной. 

ИспользованИе
ЭкстракЦИонно-ФотометрИЧеской  

методИкИ
Методика применяется для количественного опреде-
ления клопидогреля в полученных извлечениях. Ука-
занное количество хлороформных извлечений упари-
вали на водяной бане до полного удаления органичес- 
кого слоя. Сухие остатки растворяли в 20 cм3 0,01 
моль/дм3 раствора кислоты хлористоводородной. Да-
лее поступали так, как указано в [6], используя 5 мл 
полученных растворов. 

результаты И ИХ обсужденИе
Результаты количественного определения клопидо-
греля и клопидогрель карбоновой кислоты в извле-
чениях из биологического материала приведены в  
таблице.

Таким образом, клопидогрель и клопидогрель 
карбоновую кислоту можно изолировать в доста-
точно больших количествах из биологического ма-
териала широко используемым общим методом А. 
А. Васильевой, причем, следует отметить, что на-
тивный препарат обнаруживается в «щелочном», 
а его метаболит – в «кислом» хлороформном из-
влечении. 
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Метод В. Ф. Крамаренко позволяет выделять из 
биологического материала только клопидогрель, ме-
тод П. Валова – только его метаболит, что объясняет-
ся спецификой методов. В первом случае исследова-
нию подлежит только «щелочное» хлороформное из-
влечение, во втором – только «кислое» хлороформ-
ное извлечение.

Метод Стаса-Отто не позволяет изолировать из 
биологического материала ни клопидогрель, ни его 
метаболит.

Таблица. результаты изолирования  
клопидогреля и его метаболита из био-

логического материала (n=3, р=95%)

Извлечение

выделено, %  
(метод количественного определения)

клопидогрель клопидогрель карбоновая 
кислота

1А – 52,53±4,19 (I)
52,31±3,21 (III)

1Б
57,75±5,08 (I)
57,74±5,58 (II)
55,27±4,00 (III)

–

2
64,23±5,44 (I)
63,99±5,58 (II)
61,04±3,54 (III)

4 – 70,95±3,71 (I)
70,63±3,21 (III)

Примечания: I – УФ-спектрофотометрический метод; II – экстракци-
онно-фотометрический метод; метод ВЭЖХ после ТСХ-очистки

выводы
Нами изучены возможности изолирования клопидогре-
ля и его метаболита из биологического материала на мо-
дельных смесях с печенью общепринятыми в судебно-
токсикологическом анализе методами А. А. Васильевой, 
В. Ф. Крамаренко, Стаса-Отто и П. Валова. В данной ра-
боте показано, что они позволяют изолировать 50-60% 
нативного препарата и 50-70% его метаболита. 

тҮйІн
Бауыр тіндерінен клопидегрелді және оның метабо-
литін сот-токсикологиялық талдаудағы жалпыға ортақ 
әдістермен оқшаулау мүмкіндіктері зерттелді. Зерт-
теу нәтижесі препараттың өзінің 50-60%-ын, ал ме-
таболитінің 50-70%-ын оқшаулау мүмкіндігін көрсетті. 

SUMMARy
The possibilities of clopidogrel and its metabolite isolation 
from liver tissue by the methods generally accepted in 
forensic and toxicological analysis have been studied 
and it is showed that they allow to isolate 50-60% of the 
native medicine and 50-70% of its metabolite. 
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безопасность лекарств
Антимикробная чувствительность m. tuberculosis

Рост числа случаев лекарственно устойчивого туберкулеза увеличивает важность полу-
чения клинически значимых и технически воспроизводимых результатов при проверке 
антимикробной чувствительности mycobacterium tuberculosis (микобактерий туберкуле-
за). К сожалению, специалисты в области микобактериологии не всегда следуют обще-
принятым современным принципам установления критических точек восприимчивости 
для бактериальных и грибковых возбудителей. 

Эти принципы, в частности, требуют, чтобы определение минимальных подавляю-
щих концентраций (МПК), применимых к организмам без механизмов сопротивления, 
использовалось с учетом фармакокинетики и фармакодинамики ЛС и в сочетании с дан-
ными о клинических исходах.

В ряде работ авторы определили вероятные распределения МПК для дикого типа  
m. tuberculosis и выразили надежду, что другие исследователи последуют их примеру 
и будут предоставлять подтверждающие данные. Они полагают, что некоторые крити-
ческие точки нуждаются в пересмотре, поскольку они либо делят распределение дико-
го типа пополам, что приводит к плохой воспроизводимости проверки антимикробной 
чувствительности, либо являются существенно более высокими, чем МПК для организ-
мов дикого типа (без доказательных клинических данных), что может привести к лож-
ной классификации некоторых штаммов как восприимчивых.

Авторы рекомендуют при необходимости проводить систематический анализ и пе-
ресмотр критических точек чувствительности для противотуберкулезных средств с ис-
пользованием тех же современных инструментов, которые в настоящее время при-
меняются научным сообществом, Европейским агентством по лекарственным 
средствам и Европейским центром по контролю и профилактике заболеваний 
для всех остальных бактерий и грибков. Для нескольких агентов это позво-
лит значительно повысить точность и воспроизводимость проверки антими-
кробной чувствительности m. tuberculosis.
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