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 چكيده

 

 ه ايـن دارو ، محققان دريافتند كمارانياز ب يعيوس فيدر ط داروي كلوپيدوگرل پيشبا وجود مصرف گسترده  :زمينه و هدف

تعيين مقـدار متابوليـت   لذا  نخواهد داشت يكاف يپلاكت ياثرات آنت ،افراد مصرف كننده سه تا چهل درصدبا دوز معمول در 

   .رسد ينظر م به يضروردر هر فرد  اين دارواثرات  فعال كلوپيدوگرل جهت ارزيابي

 تمـامي  سـه يو مقا يمقالـه بـه بررس ـ   ني ـدر اوگرل، باتوجه به اهميت تعيين سطح پلاسمايي متابوليت فعـال كلوپيـد  :  بحث

 ـفعـال كلوپ  تي ـمقـدار متابول  نيـي تعهاي آناليز دسـتگاهي گـزارش شـده جهـت      روش بـا هـدف ارزيـابي صـحيح      دوگرلي

هـاي متعـددي از روش    بـا وجـود گـزارش   . فارماكوكينتيك اين دارو و در نهايت تجويز دوز مناسب در هر فرد پرداخته شد

اتريس بيولوژيـك منتشـر شـده    رل، فقط سيزده مطالعه جهت آناليز ميزان متابوليت فعـال كلوپيـدوگرل در م ـ  آناليز كلوپيدوگ

و يـا   LCها متعاقب تجويز دوز معمول كلوپيـدوگرل عمـدتا از روش دسـتگاهي     بدليل مقادير بسيار كم اين متابوليت. است

توجه به غلظت بسيار كم متابوليت فعال كلوپيـدوگرل و نيمـه   همچنين با . است تر جهت آناليز آن استفاده شده موارد پيشرفته

در بدن، در صورتي كه دستيابي به پروفايل كامل سطح پلاسمايي متابوليت دارو در برابر زمان مد نظـر محقـق     عمر كوتاه آن

ه باشـد ولـي در غيـر ايـن     ليتر را داشت گيري مقادير در حد پيكو گرم بر ميلي باشد، روش بكار گرفته شده بايد قابليت اندازه

  .باشد ضروري نمي LLOQصورت دستيابي به مقدار پايين پارامتر 

هاي آناليز دستگاهي جديدتر  هاي مورد بررسي در صورت دسترسي به سيستم آناليز بندي كامل روش طبق جمع :نتيجه گيري

همچنـين بـدليل اينكـه     .د پـذيرفت ها با دقت بسيار بيشـتري صـورت خواه ـ   ، تفكيك و تعيين مقدار آناليتUHPLCنظير 

توانـد   كنـد، مـي   گيري سطح پلاسمايي خود داروي كلوپيدوگرل را نيز مهيا مـي  ، امكان اندازهMS/MSاستفاده از آشكارساز 

  .هاي تكميلي فراواني را در اختيار محققين قرار دهد داده
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  قدمهم

-α-(2-chlorophenyl)-(S)-(1)با نام شيميايي  كلوپيدوگرل

6,7dihydrothieno[3,2-c]pyridin-5(4H)-acetate hydrogen 

sulfate، با  باشد كه دارويي از نسل دوم مشتقات تينوپيريديني مي

حوادث آترواسكلروتيك جهت كاهش  خود يپلاكت ضد اتاثر

به همراه  آنژيوپلاستي، قلبعروق  پيوند باز جراحيمتعاقب 

  ١،٢.شود تجويز مي شرياني يها و بيماري يمغزگذاري، سكته  استنت

به در كبد  از آن ياست كه بخش ييدارو شيپ دوگرليكلوپ

ي با مهار سريع وليت تيمتابول. شود يم زهيمتابول يوليت فعال تيمتابول

 نيتصال آدنوزااز  پلاكتي P2Y12 رندهيگ ناپذير و برگشت

مهار تجمع  به آن ممانعت نموده و در نهايت سببفسفات  دي

 شود، يمشاهده م ١تصوير شماره طور كه در  همان. شود ي ميپلاكت

به توليد دو  يكلصورت  به در كبد دوگرليكلوپي سميمتابول مسير

  :شود دسته متابوليت منجر مي

 درصد از ١٥حدود  :فعال تيمتابول ديروند تول - الف

 CYP450هاي  ط گروهي از آنزيمتوس جذب شده، دوگرليكلوپ

، CYP2C19 ،CYP1A2 ،CYP2B6هاي  آنزيم ژهيو به(كبدي 

CYP2C9  وCYP3A4 ( ودش مي زهيمتابول دوگرلياكسو كلوپ-٢به 

تا  H1شامل ( يوليت فعال تيمتابول تواند ميچند مرحله  يكه خود ط

H4 ( ها را تشكيل  متابوليتدرصد كل  ١٠را توليد كند كه كمتر از

  يببازشدن حلقه موجود در ترك يطدرواقع  .دهد مي

تواند  ميمختلف  يوشيميايياستر ينددو فرآ يدوگرل،اكسوكلوپ-٢ 

توليد  H4تا  H1 ياستروايزومرمخلوط چهار د و در نهايت دهد رخ 

شامل  H4تا  H1ساختارهاي  ،٢تصوير شماره  توجه بهبا  .شود 

 گانهدو يوندپ وگرل هستند كه به دليل وجوديدكلوپ-S– ٧تركيب 

. اند ، به دو گروه دياسترومري تقسيم شده١٦و  ٣كربن شماره  ينب

 Eپيوند دوگانه مذكور از نوع  H2و  H1 هاي ايزومري يتدر متابول

باشد، همچنين با توجه به  مي Z از نوع H4و  H3و در تركيبات 

ايزومري از يكديگر تركيبات  S)يا  R( ٤كربن شماره پيكربندي 

 ٥-٣.شوند تفكيك مي

خود شامل دو مسير زير  رفعاليغ تيمتابول ديروند تول-ب

  :باشد مي

در روند  جذب شده دوگرليكلوپدرصد  ٨٥حدود  -مسير اول

به ) CES1(استراز  كيليكربوكسآنزيم توسط كبدي،  سميمتابول

 زهيولمتاب دياس كيليكربوكس دوگرليكلوپبا نام  رفعاليغ تيمتابول

  .شود مي

علاوه بر توليد متابوليت فعال،  دوگرليكسوكلوپا-٢ -مسير دوم

-H رفعاليغ زومريابه استراز  نوعي ديگر از آنزيم توسط، تواند مي

endo  ٦.شود زيدروليهنيز  

هاي فارماكوديناميكي آزمايشگاهي،  باوجود اينكه در داده

ليت متابوليت ، معادل نيمي از فعاH2فعاليت ضد پلاكتي متابوليت 

H4اين محدود  ياربس يرمقادبه دليل  ، گزارش شده است ولي

براي آن در نظر  بيولوژيكي يتفعاليولوژيك، ب يطدر مح متابوليت

اين چهار  يولوژيكيب يتفعال يابيارزشود؛ همچنين با  گرفته نمي

 H1هاي  متابوليت كهمتابوليت در مطالعات متعدد اثبات شده است 

در نتيجه تركيب . باشند يرفعال ميغبيولوژيك، در محيط  H3و 

 با ياستريوايزومردو تنها  يفعال اصل تيبه عنوان متابول ،H4يزومر ا

يدوگرل كلوپ ينتيكفارماكوك هاي جهت تعيين ويژگي يني،بال يتاهم

  ٧.استشي دارو در بدن، پذيرفته شده و معيار ميزان اثربخ

ذكور، شامل متابوليت م گيري اندازهچالش اصلي جهت  

پايين آن در مايعات غلظت مواردي نظير ناپايداري تركيب، 

صورت  اين متابوليت به تركيب مشابه نيو وجود چندبيولوژيك 

به دليل  عموماًرخداد ناپايداري . باشد در پلاسما، مي زمان هم

 باشد كه مي H4تا  H1هاي  يتمتابولحضورگروه تيولي در ساختار 

 ي موجود دراجزااز  برخي با يديسولف يد يوندپ يلقادر به تشك

ساير  يا و يستئين، سيونگلوتات همچونپلاسما يا  و خون

همچنين احتمال . باشد يستئيني ميسگروه  يهاي حاو ينپروتئ

و دايمريزيشن نيز به طور بالقوه با يكديگر  ها يتمتابولواكنش 

كاذب توانند منجر به تخمين ميزان  يتاً مينهاگزارش شده است كه 

بنابراين از مراحل ضروري كه بايد . ها در خون شود اين متابوليت

سازي تركيب  شود، پايدار جهت تعيين مقدار صحيح اين ماده انجام 

رساندن  قلبه حدابدين منظور جهت . مذكور خواهد بود

- ٢مانند  يلاسيون كنندهآلك بيان شده، يك عامل يجانب يها واكنش

 نمونه، يآور جمع ، در هنگام)MPB( استوفنون وكسيمت- ٣ʹ-برومو

 يوليت يها گروهشود تا  به خون گرفته شده از بيمار، افزوده مي

يت شوند و سپس تركيبات پايدار تشكيل شده، تثب ،ها يتمتابول

  .گردند هاي دستگاهي، تعيين مقدار مي توسط روش

غلظت پايين اين ماده در مايعات بيولوژيك، عامل محدود  
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 هاي بيولوژيك در محيط دوگرليفعال كلوپ تيمقدار متابول نييتعآناليز دستگاهي جهت  يها بر روش يمرور  ٥١٤

 ٥٢٥تا  ٥١٢ ؛٤، شماره ١٠؛ دوره ١٤٠٠ پاييز نشريه علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي البرز،

گيري صحيح متابوليت فعال كلوپيدوگرل،  ر اندازهكننده ديگر د

غلظت پلاسمايي دارو  حداكثرشود به نحوي كه  محسوب مي

نانوگرم در هر  ٢٠تر از  يينپامتعاقب تجويز دوز معمول از آن، 

بنابراين، روش دستگاهي استفاده شده . ليتر گزارش شده است ميلي

قل غلظت قابل جهت تعيين مقدار اين ماده، بايد از ميزان حدا

مناسبي برخوردار بوده و همچنين به دليل  (LLOQ)گيري  اندازه

ها در هنگام متابوليسم اين دارو،  حضور دياستروايزومر

  ٨.باشدقبولي نيز داشته  ، اختصاصيت قابل)H1-H3 هاي متابوليت(

سطح  نييجهت تع يمتعدد يها زيروش آنال نياز ا شيتا پ

به  ٩مرجع  يكه در مقاله مرور شده بود شنهاديپ دوگرليكلوپ

 د،يجد ينيمطالعات بال ياست اما ط ها پرداخته شده آن يجمعبند

كننده دوز  افتيدر مارانيدرصد از ب ٤٠كه سه تا  افتنديمحققان در

مورد انتظار را نشان  يپلاكت يتاثرات آن دوگرل،يكلوپ يدرمان جيرا

اثرات ضد  ينيب شيجهت پ دوگرليسطح كلوپ نييلذا تع دهند، ينم

 تيسطح متابول نييو تع يبه بررس ديو با باشد يراهگشا نم يپلاكت

 ٩.پرداخت دوگرليفعال كلوپ

هاي بين فردي بالا در غلظت  ين عوامل بروز تفاوتتر مهماز  

يتاً ايجاد عملكرد ضد پلاكتي نهاو ) H4(پلاسمايي اين متابوليت 

تفاوت در سطح  توان به خارج از محدوده درماني در بيماران، مي

هاي دخيل در متابوليسم اين دارو اشاره نمود كه در ذيل به  آنزيم

  :آن، پرداخته شده است

ي اين دارو، در ساز فعالبه دليل اهميت فرآيند متابوليسم در 

هاي متفاوتي از  غلظت متفاوت، يكيهاي ژنت يسممورف يپلافراد با 

از آنجا كه . اهد شدمتابوليت فعال كلوپيدوگرل در پلاسما ايجاد خو

CYP2C19  نقشي اساسي در فرآيند متابوليسم طيف وسيعي از

، )امپرازول(هاي پمپ پروتون  داروها شامل مهاركننده

هاي  ، مهاركننده)آمي تريپتيلين(اي  هاي سه حلقه ضدافسردگي

و ) مفنيتوئين - اس(ها  ، ضدصرع)سيتالوپرام(بازجذب سروتونين 

 دارد، وجود هر گونه) يدوگرلكلوپ(هاي ضد پلاكت  دارو

اي  دهگستربه بروز تغييرات منجر تواند  مورفيسم ژنتيكي آن، مي پلي

   ١٢-١٠.گرددها  در متابوليسم اين دارو

نيز به بررسي  اداره غذا و داروي آمريكا،در همين راستا، 

هاي پرخطر كه  به عنوان الل CYP2C19*2/*3هاي  حضور الل

ها وجود ندارد و به شدت سبب كاهش  فعاليت متابوليسمي در آن

سطح متابوليت فعال كلوپيدوگرل و متعاقب آن كاهش اثرات 

  .شود، توجه ويژه نموده است ضدپلاكتي آن مي

برخي از توسط  ي داروي كلوپيدوگرلساز فعالنياز به 

ساير  بابالقوه  تداخل مستعد را دارو ينا ي،كبد سيتوكرومهاي   يمآنز

ده و از سوي ديگر، به دليل افزايش احتمال مصرفي نمو يداروها

هاي  هاي مذكور از برخي بيماري يرپذيري و تغيير فعاليت آنزيمتأث

ي كه اگر برخي به نحو. نمايد اهميت اين مهم دوچندان مي   اي، زمينه

 يامهار يزشده و يا شرايط خاص بيمار، موجب تجو يداروهااز 

 يبشوند، به ترت  اي فعاله يتبه متابول يدوگرلكلوپ يلتبد يالقا

. دهند يشافزا يافعال پلاسما را كاهش  يتتوانند غلظت متابول مي

براي مثال در مطالعات، اثبات شده است كه برخي شرايط التهابي 

هاي كبدي  توانند بر عملكرد آنزيم مانند ديابت، چاقي و سن بالا مي

  ١٣.باشند مؤثر

انجام  ١٣و همكارانش Snoepكه توسط ي متاآنـاليزطبق مطالعه 

بيمار دريافت كننده  كه از هـر پـنج مشاهده گرديدشـد، 

 )برند كلوپيدوگرل(لاويكس به درمان با پ يك نفركلوپيدوگرل، 

باليني  عـوارض، اين افراد در كهبه نحوي دهد،  نميمناسب  پاسـخ

تا  ...ي و كرونرحاد  سـندرم لوب از جملـه سـكته قلبـي،طنام

بررسي  درهمچنين . نمايد از سايرين بروز ميبيشـتر هشت برابـر 

 الل شـيوع ،العهطاين مدر طي  CYP2C19ژنتيكي آنزيم 

CYP2C19*2 و به درصد  ٣/٢٣معادل هتروزيگوت  بـه صـورت

مطالعه در  .درصد گزارش شده است ٩/٣برابر صورت هموزيگوت 

 دهانجام ش يياروپا و يكاييآمر يتكه در جمعديگري  يزمتاآنال

 يدوگرل، كاهشتحت درمان با كلوپ بيماران از درصد ٢١ در ،است

 يفضعي ها پاسخ. گزارش شده استعدم مهار تجمع پلاكت  ياو 

 يسكميكخطر حوادث ا يشبا افزا يدوگرل،به كلوپگزارش شده 

  ١٤،١٥.بودخواهد مكرر همراه 

قابل ذكر است با وجود تمركز مطالعات جديد فارماكوكينتيك 

يري از محيط بيولوژيك غير خوني نظير بزاق و ادرار جهت گ بهرهبر 

ها، بر تعيين غلظت متابوليت فعال  تعيين مقدار بسياري از دارو

  ١٦.نشدي يافت ا مطالعهها  كلوپيدوگرل در اين حوزه

اي با عنوان كاربرد داروي  يراً در نتايج مطالعهاخاز آنجا كه 

هاي نسل سوم  ر دارورغم حضو يعلكلوپيدوگرل ذكر شده است كه 

، )پراشوگرل و تيكاگرل(در بازار دارويي  P2Y12گيرنده   مهاركننده
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به دليل اثرگذاري مناسب، ايمني كافي، هزينه پايين، دسترسي و 

شناخت خوب از كلوپيدوگرل، همچنان اين دارو به عنوان 

هايي جهت ميزان  ضدپلاكت مهمي مطرح است، انجام پژوهش

همچنين براساس بسياري از مطالعات  ١٧.است اثرگذاري آن ضروري

هاي متابوليسمي در  هاي غير فعال آنزيم صورت پذيرفته، وجود الل

بيماران، به تنهايي قادر به توضيح جامعي از عدم بروز پاسخ درماني 

رسد تعيين سطح  باشد، به نظر مي متعاقب مصرف اين دارو نمي

تاكنون، روشي قابل پلاسمايي متابوليت فعال دارو، همچنان و 

از سوي . اعتماد، جهت تعيين دوز درماني مناسب در بيماران باشد

هاي دخيل در  ديگر، حتي در صورت انجام مطالعه ژنتيكي آنزيم

متابوليسم دارو، تعيين سطح متابوليت فعال همچنان ضروري خواهد 

هاي دستگاهي موجود جهت  لذا در اين مقاله مروري، روش. بود

  .بندي خواهد شد ابوليت فعال كلوپيدوگرل بررسي و جمعآناليز مت

  هاي آناليز در ادامه بخش مقدمه به گزارش موردي روش

موجود براي تعيين مقدار متابوليت فعال كلوپيدوگرل در ماتريس 

  .بيولوژيك پرداخته خواهد شد

هاي  هاي دستگاهي بدون استفاده از پايداركننده روش - الف

  هاي تيولي متابوليت

با وجود اينكه طي مطالعاتي مشخص شد ميان سطح پلاسمايي 

متابوليت غيرفعال كلوپيدوگرل كربوكسيليك اسيد و ميزان مهار 

تجمع پلاكتي در پلاسما رابطه معناداري وجود ندارد، تعيين 

فارماكوكينتيك كلوپيدوگرل در ابتدا با تعيين سطح پلاسمايي اين 

نسبت   غلظت بيشتر آن در پلاسما شد كه به دليل متابوليت انجام مي

-LC-UV ،GCهاي متعددي شامل  به متابوليت تيولي، توسط دستگاه

MS  وLC-MS  ١٨،١٩.گرديد ميتعيين مقدار  

، كه و همكاران Delavenneهايي مانند مطالعه  ا انجام پژوهشب

جهت تعيين مقدار  با هدف توسعه يك روش آناليز دستگاهي

-LCاي فعال و غيرفعال آن توسط دستگاه ه كلوپيدوگرل، متابوليت

MS/MS  انجام شد، ارزيابي فارماكوكينتيك كلوپيدوگرل توسط

دقيقه ٥/١٣طي  در اين پژوهش. متابوليت فعال آن صورت گرفت

هاي فعال و غير فعال  جداسازي كلوپيدوگرل تغييرنيافته و متابوليت

دليل عدم  هاي انساني جداسازي شدند اما به آن از پلاسماي نمونه

پايدارسازي متابوليت تيولي، اين مطالعه موفق به رسم منحني 

  ٢٠.كاليبراسيون براي متابوليت فعال كلوپيدوگرل نشد

هاي  هاي دستگاهي با استفاده از پايداركننده روش -ب

   هاي تيولي متابوليت

و همكاران  Takahashi، ٢٠٠٨براي نخستين بار در سال 

هاي تيولي پيش از  ايدار كننده متابوليترا به عنوان پ MPBتركيب 

در اين مطالعه، اولين روش معتبرسازي . آغاز آناليز آن پيشنهاد دادند

، جهت شناسايي و جداسازي LC-MS/MSتوسط دستگاه  شده

 متعاقب پايدار نمودن آن، ابداع شده  متابوليت تيولي كلوپيدوگرل،

هاي  ابوليتدر اين پژوهش، نشان داده شد كه غلظت مت. است 

تواند تنها در طي  تيولي، در صورت عدم استفاده از پايداركننده، مي

ي كه در طور بهدرصد غلظت اوليه برسد،  ٨٠به كمتر از     دقيقه، ١٠

درصد  ٩٠هاي تيولي، در حدود  مطالعات پيشين، غلظت متابوليت

روش دستگاهي ارائه شده  .كمتر از اين مطالعه، گزارش شده بود 

 ٥/٠آناليت مورد نظر تا غلظت     ن مطالعه قادر به تعيين مقداردر اي

  .باشد دقيقه مي ٥ليتر در پلاسما در كمتر از  يليمنانوگرم در 

گرم كلوپيدوگرل  يليم ٣٠٠به منظور ارزيابي باليني اين روش، 

هاي مختلف  گيري در زمان داوطلب سالم تجويز و نمونه ٦٦به 

 ٣/١٩پلاسمايي متابوليت تيولي معادلحداكثر غلظت . انجام گرديد

ساعت از تجويز  ليتر، پس از گذشت يك نانوگرم در ميلي ٩/٣٥ ±

 ٨.گرديددارو گزارش 

تري نسبت به  يعسر، روش آناليز دستگاهي ٢٠١٠در سال 

توسط  UPLC-MS/MSمطالعه گذشته و با استفاده از دستگاه

Delavenne  ،هاي تيولي  وليتتعيين مقدار متاب منظور بهو همكاران

. ، گزارش گرديدMPBدر پلاسماي انسان با استفاده از پايداركننده 

يباً مشابه با مطالعه قبل تقري كه آناليت مورد نظر با دقت به نحو

نانوگرم در  ٨/٠يري برابر با غلظت گ اندازهحداقل غلظت قابل (

ه منظور ب. باشد دقيقه قابل تعيين مقدار مي ٥/١، در كمتر از )ليتر يليم

گرم  يليم ٦٠٠ارزيابي باليني روش ابداع شده، كلوپيدوگرل با دوز 

به نه داوطلب سالم تجويز و نمودار غلظت پلاسمايي متابوليت 

در اين مطالعه، حداكثر غلظت . مورد نظر در برابر زمان رسم گرديد

نانوگرم در ميلي  ٦/٨٢ ± ٩/٣٠پلاسمايي متابوليت تيولي معادل 

 ٢١.گرديدساعت از تجويز آن، گزارش  ٤/٠ ± ١/٠پس از گذشت 

ري با هدف ارزيابي تأثير ، روش دستگاهي ديگ٢٠١١در سال 

، H4مان امپرازول و پنتوپرازول بر سطح متابوليت فعال مصرف همز

و همكاران با استفاده  Angiolilloدر اين پژوهش، . گزارش گرديد
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 هاي بيولوژيك در محيط دوگرليفعال كلوپ تيمقدار متابول نييتعآناليز دستگاهي جهت  يها بر روش يمرور  ٥١٦

 ٥٢٥تا  ٥١٢ ؛٤، شماره ١٠؛ دوره ١٤٠٠ پاييز نشريه علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي البرز،

مشابه با  و روش پايدارسازي Shim-Pack XR-ODS IIاز ستون 

 H3و  H4هاي تيولي  ، موفق به جداسازي متابوليت٨مرجع شماره 

 ٢٢.از يكديگر شدند

كه در مقدمه بيان گرديد، متابوليت فعال تيولي  گونه همان

و  Tuffalكه  اند شدهكلوپيدوگرل از چهار دياستروايزومر تشكيل 

موفق به طراحي روشي  ٢٠١١همكاران براي نخستين بار در سال 

هاي  رئوسلكتيو جهت جداسازي چهار متابوليت تيولي در نمونهاست

با نظر به اينكه اختصاص به معناي . آزمايشگاهي از يكديگر شدند

عدم تداخل پيك داخلي با پيك مورد نظر است اين مهم در اين 

در اين روش آناليز براي نخستين بار، با . روش آناليز حاصل شد

طي مدت زمان هشت دقيقه، و در  UHPLC-MSبكارگيري سيستم 

. جداسازي مشتقات متابوليت تيولي از يكديگر گزارش شده است

انجام و كارايي روش  ٨ها مطابق مرجع شماره  پايدارسازي نمونه

بر طبق . ابداع شده در يك كارآزمايي باليني بررسي گرديده است

در  H2و  H1هاي  نتايج اين مطالعه، سطح پلاسمايي مشتق متابوليت

 ٧،٢٣.نبودندگيري  ونه باليني بسيار كم بوده و قابل اندازهنم

شايان ذكر است كه در تمامي مطالعاتي كه تاكنون شرح داده 

مورد بررسي هاي فعال تيولي  شد، تنها سطح پلاسمايي متابوليت

زماني تعيين آن با سطح پلاسمايي داروي قرار گرفته و امكان هم

و همكاران و با بكارگيري  Peerاصلي براي نخستين بار توسط 

روش ارائه شده قادر به . گزارش گرديد UHPLC-MS/MSدستگاه 

نانوگرم بر  ٠١/٠تعيين سطح پلاسمايي كلوپيدوگرل تا غلظت 

نانوگرم بر  ١/٠هاي تيولي تا غلظت  ليتر و تعيين سطح متابوليت ميلي

ها همچنان مطابق روش ذكر  پايدارسازي نمونه. باشد ليتر مي ميلي

باتوجه به تعيين . صورت پذيرفته است ٨شده در مرجع شماره 

در داوطلبين شركت كننده در كارآزمايي  CYP2C19ژنوتايپ آنزيم 

هايي كه موجب عدم  باليني اين مطالعه، مشخص گرديد كه الل

گردند، كاهش قابل توجهي را در حداكثر  عملكرد آنزيم مذكور مي

   ٢٤.دهند ليت فعال آن نشان ميغلظت پلاسمايي كلوپيدوگرل و متابو

ي جديدي جهت آناليز ها گزارشنيز  ٢٠١٣در سال 

هاي آن ارائه گرديد كه با توجه به عدم  كلوپيدوگرل و متابوليت

مشاهده تغييرات قابل توجه نسبت به مطالعات گذشته، تنها به ذكر 

و  Furlongدر اين سال، . ها بسنده خواهد شد نقاط قوت آن

وش جهت جداسازي چهار دياستروايزومر همكاران يك ر

 HPLC-MS/MSهاي تيولي كلوپيدوگرل توسط دستگاه  متابوليت

هاي پيشين،  تنها مزيت اين گزارش نسبت به روش. ارائه نمودند

 H2و  H1هاي  تر جهت تعيين سطح متابوليت پايين LLOQايجاد 

باشد ولي با اين وجود، دو متابوليت مذكور در هيچ يك از  مي

  ٢٥.هاي باليني رديابي نشدند مونهن

و همكاران روشي را  Karaźniewicz-Łada در مطالعه ديگري،

ارائه نمودند كه قادر به جداسازي و تعيين مقدار چهار آناليت مشتق 

كلوپيدوگرل و  ،H4، مشتق متابوليت تيولي H3متابوليت تيولي 

همچنين متابوليت غير فعال كلوپيدوگرل كربوكسيليك اسيد 

در اين . بود HPLC-MS/MSصورت همزمان توسط دستگاه  به

مطالعه با استفاده از روش الكتروفوز لوله مويين، نشان داده شد كه 

، متابوليت MPBدر صورت عدم پايدارسازي توسط تركيب 

ي خواهد ريگ اندازهغيرفعال كربوكسيليك اسيد كلوپيدوگرل قابل 

  ٢٦.بود

Park يدي توسط دستگاه و همكاران با معرفي روش جدLC-

MS/MS كلوپيدوگرل و متابوليت تيولي آن را در طي مدت زمان ،

همچنين علاوه بر كاهش قابل توجه . دو دقيقه تعيين مقدار نمودند

در مدت زمان آناليز، در اين روش براي نخستين بار از تركيب 

tris(2-carboxyethyl)phosphine  به عنوان پايدار كننده با مكانيسم

هاي تيولي با ديگر عوامل  سولفيدي بين متابوليت هنده پيوند ديكا

در ارزيابي كارايي باليني . داراي گروه تيولي در پلاسما استفاده شد

گرم دارو به شش داوطلب سالم  ميلي ١٥٠روش مذكور ميزان 

تجويز شد كه حداكثر غلظت پلاسمايي متابوليت تيولي كلوپيدوگرل 

ليتر و حداكثر غلظت  گرم در ميلينانو ١/٥٤ ± ٣/٣٩معادل 

ليتر  نانوگرم در ميلي ٩٥/٤ ± ٥١/٤پلاسمايي كلوپيدوگرل برابر 

همچنين در اين مطالعه، به دليل عدم مشاهده . گزارش شده است

ارتباط معنادار ميان حداكثر غلظت پلاسمايي و يا سطح زير منحني 

مشابه زمان متابوليت تيولي كلوپيدوگرل با پارامترهاي - غلظت

مربوط به كلوپيدوگرل، بر اهميت تعيين سطح متابوليت تيولي فعال 

 ٢٧.شده است ديتأكدر راستاي ارزيابي عملكرد كلوپيدوگرل، 

 UHPLC-MS/MSروش آناليزي بر پايه دستگاه  ٢٠١٥در سال 

زمان كلوپيدوگرل و متابوليت ارائه شد كه علاوه بر جداسازي هم

هاي غير فعال نظير  ار ساير متابوليت، قادر به تعيين مقدH4تيولي 

نيز  H-endoاكسو كلوپيدوگرل و -٢كلوپيدوگرل كربوكسيليك اسيد،
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البته بايد توجه داشت كه برخلاف مطالعات . باشد در پلاسما مي

هاي مذكور در اين مطالعه توسط انكوباسيون  پيشين، متابوليت

  ٢٨.هاي ميكروزومال كبدي انساني توليد شده است سلول

با ورود داروهايي نظير ويكاگرل با عملكرد مشابه كلوپيدوگرل 

با  UHPLC-MS/MSبه بازار دارويي، روش آناليز دستگاهي توسط 

زمان كلوپيدوگرل و ويكاگرل به همراه امكان  امكان تعيين مقدار هم

 SM-3و  H3و غير فعال  H4هاي فعال  جداسازي متابوليت

در پلاسما با ) از تجويز ويكاگرلبيشترين متابوليت توليد شده پس (

. ارائه شد ٢٠١٧هدف مقايسه فارماكوكينتيك دو دارو، در سال 

ها پلاسمايي مشابه با روند  شايان ذكر است كه پايدارسازي نمونه

  ٢٩.صورت گرفته است ٨همكارانو  Takahashiطالعه ذكر شده در م

ائه همچنين در اين سال دو مطالعه ديگر نيز در اين راستا ار

و همكاران با هدف تعيين سطح  Xueشدند كه در مطالعه نخست، 

روش  Beagle Dogمتابوليت تيولي فعال كلوپيدوگرل در پلاسماي 

LC-MS/MS  ي نسبت به ا ژهيورا گزارش كردند كه به مزيت

  ٣٠.ن اشاره نشده استهاي پيشين در آ گزارش

رايج همچنين به دليل تجويز كلوپيدوگرل به عنوان ضدپلاكت 

و همكاران، روش آناليز  Lyngbyها، در مطالعه دوم،  در گربه

دستگاهي جهت تعيين سطح پلاسمايي كلوپيدوگرل، مشتق 

اكسو كلوپيدوگرل و متابوليت -٢متابوليت تيولي كلوپيدوگرل، 

، در HPLC-MS/MSاكسو كربوكسيليك اسيد توسط - ٢غيرفعال 

مشخص شدن ناپايداري  پلاسماي اين حيوان ارائه دادند كه به دليل

اكسوكلوپيدوگرل در طي مطالعات پايداري، ساير -٢متابوليت 

  ٣١.ها بر روي اين تركيب انجام نگرديد آزمون

با توجه به جستجوي انجام شده در منابع، آخرين مطالعه با 

 تأثير، با هدف تعيين ٢٠١٩در سال  LC-MS/MSاستفاده از دستگاه 

، بر متابوليسم CES1ده آنزيم مصرف الكل، به عنوان مهاركنن

كلوپيدوگرل و با امكان تعيين سطح كلوپيدوگرل، كلوپيدوگرل 

اكسو كلوپيدوگرل  -٢اكسو كلوپيدوگرل، - ٢كربوكسيلات، 

اكسو كلوپيدوگرل -٢، اتيل كلوپيدوگرل و اتيل H4كربوكسيلات، 

و همكاران ارائه شده  Laizureدر پلاسماي موش صحرايي توسط 

 CES1دهد كه تغيير سطح آنزيم  اين بررسي نشان مينتايج . است

تواند موجب تغييرات قابل توجه در نحوه متابوليسم كلوپيدوگرل  مي

  ٣٢.گردد

  

  بحث

هاي موجود با يكديگر و  به منظور سهولت در مقايسه روش

هاي آناليز  هاي روش انتخاب روش مناسب، خلاصه ويژگي

هاي فعال  ابوليتدستگاهي بررسي شده جهت تعيين مقدار مت

كلوپيدوگرل در پلاسماي انسان، سگ، گربه و موش صحرايي در 

 نيتر مهمآورده شده است كه در ذيل به برخي از  ١جدول شماره 

  .نكات آن پرداخته خواهد شد

  

  سيستم كروماتوگرافي

در بخش قبل توضيح داده شد، بعد از تجويز دوز  طور كه همان

هاي تيولي فعال آن در پلاسما  يتمعمول كلوپيدوگرل غلظت متابول

هاي مذكور توسط  بسيار كم بوده و امكان تعيين سطح آناليت

هاي انجام   ، وجود ندارد و در تمامي گزارشHPLC-UVدستگاه 

شده با استفاده از اين دستگاه، تنها به تعيين مقدار متابوليت غير 

ين صحيح به بيان ديگر، تعي. فعال كربوكسيليك اسيد اكتفا شده است

 ريپذ امكان MS/MSها با آشكارساز  سطح پلاسمايي اين آناليت

و  HPLCهاي  باشد كه بدين منظور، اين آشكارساز با دستگاه مي

UHPLC باًيتقراصول ساختاري اين دو دستگاه . گردد همگام مي 

در جداسازي  UHPLCباشد ولي در مواردي دستگاه  مشابه مي

از . دهد لكرد بهتري از خود نشان ميتركيبات با ساختار مشابه، عم

سيليكا در  اندازه ذراتتوان به  هاي اين دستگاه مي ويژگي نيتر مهم

 اندازههاي بكارگرفته شده در آن اشاره نمود؛ به نحوي كه  ستون

كه ساختاري نسبتاً يكپارچه و در  است كرومتريم ٢كمتر از ذرات، 

از . آورد في فراهم ميفاز ساكن كروماتوگرا عنوان بههم تنيده را 

 در اين سيستم، موجباستفاده از درجه حرارت بالا سوي ديگر، 

 ،انيسرعت جر تيجه افزايشفاز متحرك و در ن گرانرويكاهش 

نسبت به شرايط مشابه  سيستم فشار در قابل توجه كاهشهمراه  به

 يرهايمسهمراهي دو عامل مذكور،  .گردد مي HPLCدر دستگاه 

نمايد كه توسط افزايش كارايي  را ايجاد مي وستهيبه هم پ يانيجر

ستون، امكان تفكيك مواد با ساختارهاي مشابه را به خوبي فراهم 

در پنج مطالعه از سيزده مطالعه مرور شده كه موفق به . آورد مي

اند، از دستگاه  كلوپيدوگرل شده H4تعيين مقدار دقيق متابوليت 
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 هاي بيولوژيك در محيط دوگرليفعال كلوپ تيمقدار متابول نييتعآناليز دستگاهي جهت  يها بر روش يمرور  ٥١٨

 ٥٢٥تا  ٥١٢ ؛٤، شماره ١٠؛ دوره ١٤٠٠ پاييز نشريه علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي البرز،

UPLC يك اين متابوليت را با استفاده شده است كه امكان تفك

همچنين . است نسبت به ساير مطالعات فراهم آورده LLOQكمترين 

به دليل اعمال فشار بالا در اين روش، آناليز مواد با سرعت بسيار 

براي مثال، كمترين . گردد انجام مي HPLCبيشتري نسبت به دستگاه 

له مقامطالعه در زمان جداسازي براي تركيبات مورد نظر در اين 

با استفاده  دقيقه بوده است كه ٥/١و به ميزان  ١٨روييني و همكاران

  . گزارش شده است UPLCاز دستگاه 

  

  هاي تيولي پايدارسازي متابوليت

هاي تيولي فعال در  از سوي ديگر با توجه به ناپايداري متابوليت

ي شده، تعيين مقدار صحيح اين تركيبات آور جمعهاي خوني  نمونه

هاي تيولي،  بيولوژيك، با پيشنهاد پايدارسازي گروهدر مايعات 

ميسر گرديد  MPBگيري با استفاده از تركيب  بلافاصله پس از نمونه

و  Takahashiمطالعه مطابق هاي آناليز دستگاهي  كه در تمامي روش

اين روش معتبر سازي شده بكار گرفته شده است و تنها  ٨همكاران

  از تركيب كاهنده ٢٧مكارانو ه Huaمطالعه در يك گزارش در 

TCEP اين تركيب با احيا نمودن پيوند ميان . استفاده شده است

گيري سطح دقيق متابوليت فعال  هاي تيولي به اندازه گروه

  مزيت استفاده از اين تركيب كاهنده. كند كلوپيدوگرل كمك مي

  ، عدم نياز به افزودن آنMPBنسبت به تركيب پايدار كننده 

  . گيري عنوان شده است پس از نمونه بلافاصله

  

  تركيبات جداسازي شده

همانگونه كه ذكر گرديد، جداسازي و تعيين مقدار متابوليت 

فعال تيولي جهت بررسي دقيق عملكرد آنتي پلاكتي كلوپيدوگرل 

ي نيز بر مرورلذا در اين مطالعه . باشد در هر فرد ضروري مي

گيري اين متابوليت بيشتر  هاي گزارش شده با توانايي اندازه روش

هاي دستگاهي مذكور در جدول  خلاصه روش. تمركز شده است

هاي دستگاهي نظير  در اين ميان، روش. آورده شده است ٢شماره 

، علاوه بر جداسازي متابوليت فعال ٧و همكاران Tuffalمطالعه 

هاي تيولي، قادر به تفكيك ساير اجزاي  از ساير متابوليت H4تيولي 

از ي تر حيصحهستند كه تعيين مقدار ) H4تا  H1(تركيب نيز اين 

همچنين در . خواهد ساخترا فراهم ) H4(فعال مورد نظر  بيترك

، علاوه بر امكان ٢٨و همكاران Liuو  ٢٦و همكاران Park دو مطالعه

و متابوليت  زمان، كلوپيدوگرل هم طور به، H4تفكيك متابوليت فعال 

نيز، تعيين مقدار ) وكسيليك اسيدكلوپيدوگرل كرب(اصلي آن 

هاي دستگاهي اخير، امكان محاسبه  اند، لذا با استفاده از روش شده

) نسبت غلظت متابوليت به غلظت دارو(دقيق نسبت متابوليكي 

گردد كه در بسياري از مطالعات فارماكوكينتيكي، پارامتر  فراهم مي

توان به  ياز معايب مهم اين دو مطالعه م. شود مهمي محسوب مي

به دليل عدم تفكيك  ،H3افزايش كاذب سطح متابوليت غير فعال 

مطالعه و همچنين زمان كروماتوگرافي طولاني  از آن H2ايزومر 

Park اشاره نمود ٢٦و همكاران.  

علاوه بر تجويز  ،٢٩و همكاران Zhao Xue در مطالعه باليني

 ديآنالوگ جد( ويكاگرل يدارو يخوراك زيتجوكلوپيدوگرل، 

نيز با رعايت فاصله زماني تجويز، به برخي از افراد  )رلگدويكلوپ

علاوه بر مطالعه،  در اين. مورد مطالعه صورت گرفته است

متيله غير فعال  H3 تيآنالكلوپيدوگرل،  H4و  H3 يها تيآنال

)SM3 ( در  داروي ويكاگرل متابوليت نيتر به عنوان فراواننيز

شايان ذكر است كه  .شده استگيري  ، معرفي و اندازهپلاسما

 ،زين لردوگيكلوپ يخوراك زيپس از تجو ،)SM3(متابوليت مذكور 

  . ده استش افتي يانسان يدر پلاسما

در آخرين مطالعه صورت پذيرفته در اين راستا، تأثير مهار 

مصرف همزمان الكل، بر متابوليسم واسطه  به CES1آنزيم 

كلوپيدوگرل در مدل موش صحرايي مورد بررسي قرار گرفته است 

- ٢اكسو كلوپيدوگرل و -٢هاي  كه با توجه به توليد متابوليت

واسطه اين آنزيم، دو آناليت  اكسوكلوپيدوگرل كربوكسيلات به

و  H4هاي كلوپيدوگرل، متابوليت فعال  مذكور نيز علاوه بر آناليت

متابوليت غير فعال كلوپيدوگرل كربوكسيلات جداسازي و تعيين 

هاي اتيل  همچنين علاوه بر تركيبات ياد شده، آناليت. اند مقدار شده

H4 اكسوكلوپيدوگرل نيز كه تشكيل - ٢، اتيل كلوپيدوگرل و اتيل

ها به دليل حضور الكل در بدن حيوان محتمل خواهد بود، در  آن

  ٣٢.شدندعيين مقدار پلاسماي موش صحرايي ت

  

  ستون كروماتوگرافي

هاي  توسعه روش آناليز، ستون در مطالعاتطور كلي،  به

كروماتوگرافي مختلف با توجه به خواص فيزيكو شيميايي آناليت 

زمان بازداري كمتر و  براساسمورد نظر، بررسي شده و در نهايت 
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 ٥١٩   ساره آقاجان پور و همكاران       

Alborz Univ Med J (AUMJ) 2021  October; 10(4):512-525 

http://aums.abzums.ac.ir 

با . ودش تر، ستون كروماتوگرافي نهايي انتخاب مي شكل پيك مطلوب

توجه به اينكه متابوليت فعال كلوپيدوگرل، تركيبي نسبتاً هيدروفيل 

)LogP=1.96 (هاي بكار  باشد، ستون و داراي خاصيت بازي مي

 C18و يا  C8هاي  گرفته شده در اين زمينه، همگي از نوع ستون

هايي مناسب براي كروماتوگرافي فاز  اند كه ستون انتخاب شده

  . باشند معكوس مي

، HPLC MS/MSهاي بكار گرفته شده در دستگاه  ميان ستون در

) Bتيپ (، به دليل طراحي بهينه سيليكاژل ASCENTIC C18ستون 

و ايجاد سطحي وسيع، به تخلخل مناسب با حضور حداقل 

هاي سيلانولي آزاد دست يافته است كه كارايي مناسبي را در  گروه

به همين دليل . نمايد فراهم مي) ١٠/١-٥( pHي از ا گستردهمحدوده 

و  Lyngbyدر مطالعه  UPLCبا وجود عدم استفاده از دستگاه 

براي تفكيك ) دقيقه ٢از  كمتر(بازداري مناسبي   ، زمان٣٠همكاران

  .ها گزارش شده است آناليت

، ستون UHPLCدر مطالعات انجام شده توسط سيستم 

ه از ، بيشترين كاربرد را داشته است كBEH C18كروماتوگرافي 

توان به توانايي جداسازي در زمان كمتر با رزولوشن  مزاياي آن مي

 pHبيشتر، تحمل مناسب نسبت به فاز متحرك در گستره وسيعي از 

هاي  ، استحكام و ظرفيت آناليز تعداد زيادي از نمونه)١٢-١(

اين مقاومت، حاصل سه نوع پيوند متفاوتي . بيولوژيك اشاره نمود

كربني را در اين ستون به ذرات سيليكا متصل هاي  است كه زنجيره

با وجود اينكه هزينه و سرعت آناليز در صورت استفاده از . نمايد مي

، منطقي به نظر UPLCهاي وابسته به  در سيستم BEH C8ستون 

ها در هنگام استفاده از  ي كارايي و شكل پيكطوركل بهرسد ولي  مي

مكان تفكيك ، بهتر بوده است؛ به نحوي كه اC18ستون 

، C18تنها در صورت استفاده از ستون  H4تا  H1هاي  متابوليت

  . فراهم شده است

  

  دماي ستون كروماتوگرافي

هاي مختلف مورد بررسي،  في در روشادماي ستون كروماتوگر

طور كلي و در  به. درجه سانتي گراد متغير بوده است ٤٥تا  ٢٤بين

ماي ستون، جداسازي در شرايط كروماتوگرافي يكسان، با افزايش د

زماني كمتر، با كارايي بيشتر، حساسيت بهتر و قدرت تفكيك بالاتر 

البته در اكثر مواقع، هدف اصلي از افزايش . صورت خواهد پذيرفت

دما، كوتاه نمودن زمان بازداري است و معمولاً با هر درجه افزايش 

ناليز طور ميانگين يك تا دو درصد از طول زمان آ دماي ستون، به

  ٣٣.شود كاسته مي

  

  فاز متحرك

در مطالعات مرور شده جهت آناليز داروي كلوپيدوگرل و 

عنوان فاز متحرك استفاده  هاي آن، از تركيبات متفاوتي به متابوليت

دهد كه  طور كلي بررسي اين مطالعات نشان مي به. شده است

بي به فاز آبي فاز متحرك، موجب دستيا كربنات يبافزودن آمونيوم 

هاي بهتري خواهد شد و همچنين افزودن اسيد فرميك و  به پيك

 H2فاز متحرك، تأثير بسزايي در تفكيك دو دياسترومر  pHكاهش 

در صورت نياز به جداسازي . از يكديگر خواهد داشت H4 و

متابوليت غيرفعال كلوپيدوگرل كربوكسيليك اسيد نيز، افزودن 

نتايج بهتري در ) از استونيتريلبه جاي استفاده (متانول به فاز آلي 

  .پي خواهد داشت

  

 (LLOQ)گيري  حداقل غلظت قابل اندازه

هاي  آناليتعمر كوتاه  مهيو نپايين  غلظت پلاسمايي به دليل

هاي آناليز  اي در روش از اهميت ويژه LLOQمورد بررسي، مقدار 

و هرچه مقدار آن كمتر گزارش  معتبر سازي شده برخوردار است

تري را در پي خواهد  شد، روش مورد نظر، نتايج قابل اعتمادشده با

هاي آناليز دستگاهي مورد بررسي در  در ميان روش. داشت

، LLOQ، كمترين ميزان H4خصوص تعيين مقدار متابوليت تيولي 

شده است  ٢٨و همكاران Liuليتر در  ميلينانوگرم بر  ٠٥/٠معادل با 

تابوليت، ميزاني مناسب جهت كه با توجه به فارماكوكينتيك اين م

  .رسد تعيين مقدار آن به نظر مي

  

  گيري نتيجه

باتوجه به مشاهده مقاومت بسياري از بيماران، به پاسخگويي به 

هاي داراي  درمان با داروي كلوپيدوگرل و فراواني نسبتاً بالاي الل

در جمعيت ايراني،  CYP 450 2C19ويژگي كاهش عملكرد آنزيم 

آناليز   ترين روش بندي مناسب اي جامع با هدف جمع انجام مطالعه

دستگاهي، جهت سنجش سطح پلاسمايي متابوليت فعال 
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 هاي بيولوژيك در محيط دوگرليفعال كلوپ تيمقدار متابول نييتعآناليز دستگاهي جهت  يها بر روش يمرور  ٥٢٠

 ٥٢٥تا  ٥١٢ ؛٤، شماره ١٠؛ دوره ١٤٠٠ پاييز نشريه علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي البرز،

توان  با توجه به آنچه بيان شد مي. نمايد كلوپيدوگرل ضروري مي

هاي دقيق فارماكوكينتيكي  گيري نمود كه جهت دستيابي به داده نتيجه

مناسب در هر بيمار، اين دارو به همراه تحليل و محاسبه دقيق دوز 

، بسيار ضروري است، البته H4تعيين مقدار متابوليت فعال تيولي 

هاي  تواند داده گيري سطح پلاسمايي خود دارو نيز مي امكان اندازه

جهت حصول به . تكميلي فراواني را در اختيار محققين قرار دهد

نمايد بديهي  ضروري مي MS/MSاين مهم، استفاده از آشكارساز 

هاي آناليز دستگاهي جديدتر  در صورت دسترسي به سيستم است

ها با دقت بسيار  ، تفكيك و تعيين مقدار آناليتUHPLCنظير 

از ديگر نكات مهمي كه بهتر است . بيشتري صورت خواهد پذيرفت

توان به  در هنگام انتخاب روش دستگاهي مد نظر قرار گيرد، مي

با توجه به غلظت . وددر روش گزارش شده، اشاره نم LLOQمقدار 

هاي اصلي مورد اشاره و همچنين نيمه عمر كوتاه  بسيار كم آناليت

ها در بدن، در صورتي كه دستيابي به پروفايل كامل سطح  آن

پلاسمايي متابوليت دارو در برابر زمان مد نظر محقق باشد، روش 

 گيري مقادير در حد پيكو گرم بر بكار گرفته شده بايد قابليت اندازه

ليتر را داشته باشد ولي در غير اين صورت دستيابي به مقدار  ميلي

  .باشد ضروري نمي LLOQپايين پارامتر 

آن يها تيمتابول ايو  دوگرليمقدار كلوپ نييجهت تع يدستگاه يها خلاصه روش: ١جدول   

LLO
Q 

ng/m
l  

محدوده 

خطي 

  بودن
ng/ml  

زمان 

  اجرا
min  

سرعت 

 جريان

ml/mi
n  

  فاز متحرك
دماي 

  ستون

C °  

  نوع ستون
ابعاد ستون 
mm×mm×

µm  

نسبت جرم 

 به بار

m/z  

  ها آناليت
روش 

  دستگاهي

  سال

  انتشار

شماره 

  مرجع

ف
ردي

  

  متانول   ٠.٢  ٥ ٥٠-٥/٠ ٠.٥

  فرميك اسيد

٤

٠ 

Inertsil ODS-3  ٣٥٤→٥٠٤  ٥×٢.١×٥٠ CAMD١ LC-
MS/MS  

١ ٨ ٢٠٠٨ 

  آب ديونيزه  ٠.٢  ٢ ٥٠- ١ ٠.٨

  استونيتريل

  فرميك اسيد

٤

٠ 

BEH C8 ٥٠٤.٢  ٧/١×١×١٠٠→

١٥٥  

CAMD UHPLC-
MS  

٢ ٧  ٢٠١٠ 

  آب ديونيزه  ٠.٥  - ٢٥٠-٥/٠ ٠.٥

  استونيتريل

  فرميك اسيد

  آمونيوم استات

٣

٥ 

Shim-Pack 
XR-ODS II 

٢/٢×٢×٧٥ -  H3, H4 LC-
MS/MS  

٣ ٢١  ٢٠١٠ 

  آب ديونيزه ٠.٥  ٨ ٢٥٠-٥/٠ ٠.٥

  استونيتريل

  فرميك اسيد

 آمونيوم استات

/ Shim-pack  
XR-ODS II  

١٥٥→٥٠٤  ٢/٢×٢×٧٥ H1, H2, 
H3, H4, 

MP-H endo 

UHPLC-
MS  

٤ ٢٢ ٢٠١١ 

  آب ديونيزه  ٠.٥  ٥/١ ٥٠-٠١/٠ ٠١/٠

  استونيتريل

  فرميك اسيد

٤

٠ 

BEH C18 ٣٢٢.٠  ١/٢×٥٠→

٢١٢.١  

CLP UHPLC–
MS/MS  

٥ ٢٣  ٢٠١٢ 

١٥٥→٥٠٤ ١٥٠-١/٠ ١/٠  CAMD  

٠.١٢

٥ 

١٢٥/٠ -

١٢٥  

٧٥/٧  / / / Ascentis 
Express RP-

amide  

/ /  H1, H2, H3 HPLC–
MS/MS  

٦ ٢٥ ٢٠١٣ 

٠.١٠

١ 

١٠١/٠ -

١٠١ 

H4  

  آب ديونيزه  ٠.٣٥  ٥/١٢ ٥٠-٢٥/٠ ٢٥/٠

  استونيتريل

  فرميك اسيد

٤

٠ 

Zorbax Plus 
C18  

٢.١×١٠٠ 

×٥/٣  

  

٥٠٤.١→

١٥٥ 

H3, H4 LC-
MS/MS٢  

٧ ٢٦ ٢٠١٣ 

٢٥/٠ ٢٥/٠-

٥.٠ 

٣٢٢.١→

٢١٢  

CLP 

٥٠.٠

٠ 

٥٠-

١٠٠٠٠ 

٣٠٨.١→

١٩٨  

CLPM 

  آب ديونيزه  ٠.٣  ٢ ٢٠٠-٠.٥ ٠.٥

  استونيتريل

  فرميك اسيد

٤

٠ 

C18 RP 
column  

٣٥٦.١  ٣×٢×٥٠→

١٥٥.٢  

CAM LC-
MS/MS  

٨ ٢٧ ٢٠١٣ 

 
 
 ٣٢٢ ٢٠- ٠.٠٥ ٠.٠٥→

٢١١.٩  

CLP 
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 آن يها تيابولمت ايو  دوگرليمقدار كلوپ نييجهت تع يدستگاه يها خلاصه روش: ١ادامه جدول 

LLO
Q 

ng/m
l  

محدوده 

خطي 

  بودن
ng/ml  

زمان 

  اجرا

min  

سرعت 

 جريان

ml/mi
n 

  فاز متحرك
دماي 

  ستون

C  °  

  نوع ستون
ابعاد ستون 

mm×mm×
µm  

نسبت جرم 

 به بار

m/z  

ها آناليت  
روش 

 دستگاهي

 سال

 انتشار

شماره 

ف مرجع
دي

 ر

٥٠- ٠.٠٥ ٠.٠٥  آب ديونيزه ٣ ٠.٦ ٥.٥ 

 استونيتريل

دفرميك اسي  

 متانول

٣٠ X Bridge TM 
BEH C18 

٢.١×١٠٠×

٢.٥ 

٥٠٤.١→

١٥٥ 

H4 UHPLC-
MS/MS 

٩ ٢٨ ٢٠١٥ 

٢٥- ٠.٠٥ ٠.٠٥  ٣٢٢.١→

١٨٤.١ 

CLP 

٥٠٠٠- ٥ ٥  ٣٠٩.٠→

١٧٠.٠ 

CLPM 
Mp-H endo 

2-oxo 

٠.١٠

٠ 

٠.١٠٠-

٢٠٠ 

 آب ديونيزه ٠.٤٥ ٦

 استونيتريل

 فرميك اسيد

٤٥ BEH C18 ٢.١×١٠٠×

١.٧ 

١٥٥→٥٠٤ H3, H4 UHPLC-
MS/MS 

١٠ ٢٩ ٢٠١٧ 

١.٠٠ ١.٠٠ -

١٠٠٠ 

٢١٢→٣٧٠ SM3 

١٠٠٠- ١ ١  استونيتريل ١ ٤ 

 فرميك اسيد

٤٠ Ascentis C18 ٥٠٤.١ ٥×٤.٦×٥٠→

٣٥٤.١ 

CAMD LC-
MS/MS 

١١ ٣٠ ٢٠١٧ 

١٠٠- ١ ١  آب ديونيزه ٠.٤ ٧ 

 استونيتريل

 فرميك اسيد

/ C18 ٥٠٤.٤ ٢×١٥٠→

١٥٥.٢ 

CAMD HPLC–
MS/MS 

١٢ ٣١ ٢٠١٧ 

٠.٨ ٠.٨-

٧٦.٦ 

٣٢٢.٢→

٢١٢.١ 

CLP 

٢٠٠ ٢٠٠-

١٠٠٠٠ 

٣٠٨.١→

١٩٨.١ 

CLPM 

 آب ديونيزه ٠.٣ ٨ / ٠.٥٥

 استونيتريل

 فرميك اسيد

٢٤  Waters 
XSelect CSH 

C18 

١٠٠×٢.١  ٢١٢→٣٢٢ CLP LC-
MS/MS 

١٣ ٣٢ ٢٠١٩ 

١٩٨→٣٠٨ ٢.٧٤ CLP 
Carboxylat

e 
١٥٥→٣٣٨ ١.٣٧ 2-oxo CLP 

١٦٩→٣٢٤ ١.٣٧ 2-oxo CLP 
Carboxylat

e 
١٥٥→٥٠٤ ٠.٦٩ H4 

٢٢٦→٣٣٦ ١.٣٧ Ethyl clp 

/ ١٢٥→٣٥٢ Ethyl 2-
oxo clp 

/ ١٢٥→٥١٨ Ethyl H4 

 
  

  :نكات زير در اين جدول بايد مد نظر قرار گيرد

در واقع ) CAMD(هاي فعال كلوپيدوگرل  مشتق متابوليت -١

 MPBكه  باشد مي H4و  H1 ،H2 ،H3: شاملي وليت تيمتابولهمان 

  .واكنش داده است وافزوده به آن 

بنفش براي  يروش الكتروفورز مويين با نمايشگر ماورا -٢

هاي پايدار  تعيين مقدار متابوليت غيرفعال كلوپيدوگرل در نمونه

  .در اين مطالعه استفاده شده است نشده

 ليتر ميلي ٧/٠به ٥/٥سرعت حلال به صورت خطي تا دقيقه  -٣

  .بر دقيقه رسيد
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 هاي بيولوژيك در محيط

  
 

 CYP2B6و  CYP2C19 ،CYP1A2 يها ميتوسط آنز

، CYP3A4 ،CYP2B6 يها  آنزيمتوسط در طي مراحل آنزيمي بعدي و 

HOOC

HOOC

 
  دوگرل
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Introduction: Despite the widespread use of clopidogrel as a prodrug in a wide range of 
patients, the researchers found that the drug couldn't have sufficient antiplatelet effects at 
a usual dose in three to forty percent of patients. So on, measuring clopidogrel active 
metabolite concentration is seems necessary to evaluate the effects of this drug in each 
patient. 
Discusstion: Due to the importance of determining clopidogrel active metabolite plasma 
level, in this article, we reviewed and compared all the analysis methods for that which 
could affects on correct pharmacokinetic evaluation of clopidogrel and thus play an 
important role in prescribing the appropriate dose of that in each individual therapy. 
Despite numerous reports of the clopidogrel analysis method, only thirteen studies have 
been published to analyzing the concentration of clopidogrel active metabolite in a 
biological matrices. As a result of the very low concentration and short half-life of the 
clopidogrel active metabolite in the biological matrice, the method used for determining 
itʹs concentration profile should be able to measure values in picogram per millilitre scale. 
Discusstion: According to the complete summary of the analyzing methods, employing 
advanced device analysis systems such as UHPLC lead to much more accurate separation 
and quantification of analytes. Also, employing the MS / MS detector adding the 
possibility of measuring the clopidogrel plasma level in the same matrices. 
 
Keywords: Clopidogrel, Clopidogrel Active Metabolite, Chromatography, CYP2C19 
enzyme 
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