
1. In trod ucti on

Stor age ex per i ments in fo ren sic tox i col ogy are
gen er ally per formed to eval u ate op ti mised stor age
con di tions for bi o log i cal sam ples. Em pir i cal knowl -
edge on the sta bil ity of drugs un der dif fer ent con di -
tions is also help ful if sam ples which have been
sub jected to ex treme con di tions such as el e vated tem -
per a ture or a long time of stor age have to be ana lysed.
There fore it is im por tant to have sta bil ity data on all
drugs cur rently on the mar ket. Since the sta bil ity of
a given drug also de pends on the ma trix it is stored in,
var i ous bi o log i cal ma te ri als should be ana lysed. Usu -
ally blood sam ples are used for the as sess ment of acute 
drug poi son ings, while hair and nails are ana lysed if
long-term use or abuse of drugs has to be eval u ated.

Ticlopidine is a platelet-in hib it ing drug which is
mainly used to pre vent ischemic strokes as well as cor -
o nary and brain ves sel thromboses in cases of hy per -
sen si tiv ity to other antithrombotic agents (es pe cially
acetylsalicylic acid).

The aim of the study was to eval u ate the sta bil ity of
ticlopidine in blood, hair, and nails un der dif fer ent
stor age con di tions. The in flu ence of light, tem per a ture 
and time of stor age was in ves ti gated.

2. Ma ter ial and met hods

For the prep a ra tion of blood sam ples, ticlo pidine-
free post mor tem blood was spiked with ticlopidine to
give a fi nal con cen tra tion of 20 ng/ml. For each sam -
ple, a 2 ml por tion was used.
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It is not pos si ble to in cor po rate sub stances into hair
or nail ma trix by add ing them ex ter nally. There fore,
in stead of spik ing sam ples, hair and nails from pa tients 
who had re ceived ticlopidine in ther a peu tic doses for
at least 6 months were used. These sam ples were
mixed to gether, washed with dis tilled wa ter and meth -
a nol, finely cut, ho mogen ised and di vided into 100 mg
por tions.

Some of the pre pared blood, hair and nail sam ples
were ana lysed on the day of prep a ra tion (day 0, n = 7).
These sam ples were also used to de ter mine the re cov -
ery. A fur ther 42 sam ples of the dif fer ent ma te ri als
were stored in closed glass-tubes un der the fol low ing
con di tions: 4oC or 25oC in the dark (tubes cov ered
with alu mi num foil) or 25 oC with ac cess of day light.
The stored sam ples were ana lysed af ter 14 and 60 days 
of stor age (n = 7 for each stor age con di tion). 

Ticlopidine ex trac tion was per formed us ing a method
de scribed by Pufal et al. [3]. Bo rate-buffer pH = 9.4
(2 ml) was added to 2 ml of blood and ex tracted for
3 hours with 7 ml of n-hex ane in an ul tra sonic bath.
100 mg por tions of hair and nail sam ples were ex -
tracted anal o gously. The ex tracts were evap o rated to
dry ness, re con sti tuted in 100 ml of meth a nol and ana -
lysed via LC-MS with electrospray ion iza tion
(API-ESI-MS) in the fol low ing con di tions, pre vi ously
de scribed by Pufal et al. [3]. The isocratic sep a ra tion
of ticlopidine was per formed on a Zorbax Eclipse
XDB C-18 col umn. Acetonitrile and 0.1% TFA (80/20)
were used as a mo bile phase with flow rate 0.3 ml/min.
The fol low ing pa ram e ters of the mass spec trom e ter
were used: dry ing gas tem per a ture – 250oC, N2 flow –
10 l/min, nebulizer pres sure – 60 psi, cap il lary volt age
4 kV. The anal y ses were per formed in SIM mode
(m/z = 264 [MH]+). An ex ter nal stan dard was used for
quantitation of ticlopidine.

The re sults were sta tis ti cally ana lysed us ing the
two-sided (two-tailed) t-Stu dent test for in de pend ent
sam ples. Dif fer ences were con sid ered sta tis ti cally sig -
nif i cant at p £ 0.05.

3. Re sults

Re sults are pre sented in Fig ures 1 to 3. A sta tis ti -
cally sig nif i cant though slight de crease in con cen tra -
tion of ticlopidine was ob served only in the case of
blood sam ples that had been stored for 60 days at 25oC
with ac cess of light. In all of the other sam ples, no sta -
tis ti cally sig nif i cant change in ticlopidine con cen tra -
tion was ob served, al though the mean val ues gen er ally 
showed a slight de cline from day 0 to day 60.

4. Di scuss ion

Up to now only a few stud ies on the sta bil ity of
ticlopidine un der dif fer ent stor age con di tions have
been pub lished. Methanolic so lu tions of ticlopidine
were shown to be sta ble for a pe riod of 3 months at
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Fig. 1. Sta bil ity of ticlopidine in blood sam ples (p – ex posed 
to light, at 25oC, Å – pro tected against light, at 25oC, ¿ – pro -
tected against light, at 4oC).

Fig. 2. Sta bil ity of ticlopidine in hair sam ples (p – ex posed
to light, at 25oC, Å – pro tected against light, at 25oC, ¿ – pro -
tected against light, at 4oC).

Fig. 3. Sta bil ity of ticlopidine in nails sam ples (p – ex posed
to light, at 25oC, Å – pro tected against light, at 25oC, ¿ – pro -
tected against light, at 4oC).



a tem per a ture of –20oC [2]. Also, no loss of ticlopidine 
could be ob served in hu man plasma sam ples stored at
the same tem per a ture for a pe riod of 4–6 weeks [4].
Dal Bo et al. showed that the con cen tra tion of ticlo -
pidine in hu man plasma did not change sig nif i cantly
ei ther over 24 hours at room tem per a ture or af ter three
cy cles of freez ing and de frost ing of sam ples [1]. There
is, how ever, a lack of stud ies deal ing with the sta bil ity
of ticlopidine in dif fer ent bi o log i cal sam ples. In par tic -
u lar, hair and clipped or ex cised nails (the lat ter in
post mor tem cases) have proven to be valu able ma te ri -
als in clin i cal and fo ren sic tox i col ogy for the es ti ma -
tion of long-term use or abuse of drugs.

In this study, the sta bil ity of ticlopidine in blood,
hair, and nails was in ves ti gated af ter the sam ples had
been stored for 14 or 60 days, at 4oC or 25oC in the
dark or 25oC with ac cess of light. The mean con cen tra -
tions of ticlopidine gen er ally showed a slight de cline
from day 0 to day 60. This ef fect was most pro nounced 
in those sam ples which had been stored at 25oC with
ac cess of light. How ever – with the ex cep tion of blood
sam ples that had been stored for 60 days at 25oC with
ac cess of light – this de crease was not sta tis ti cally sig -
nif i cant.

5. Conc lus ions

The data from this study show that ticlopidine is
a very sta ble sub stance. Even if blood sam ples are not
stored un der op ti mum con di tions (e.g. deep frozen or
re frig er ated) use ful re sults can be ob tained for at least
60 days. Fur ther more, the re sults sug gest that hair and
nails can be stored at room tem per a ture, but pref er a bly
should be pro tected against light to mini mise loss of
ticlopidine.
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1. Wpro wad zenie

Jed nym z rod zajów eks perymentów wy kon ywa nych
dla ce lów tok syk olo gii s¹do wej jest ocena opty maln ych
waru nków prze chow ywa nia prób ek bio log iczny ch.
Opar ta na eks per yme ntach wie dza na te mat st abilnoœci
le ków w ró ¿nych wa runk ach jest ró wnie¿ po mocna, je œli
próbki, które maj¹ byæ anal izo wane, by³y pod dane eks -
trem alnym wa runk om, ta kim jak po dwy¿szona tem per a -
tu ra lub d³ugi czas prze chow ywa nia. Dla tego istotne jest
po siad anie da nych na te mat st abilnoœci wszyst kich leków 
znaj duj¹cych siê ak tua lnie w obiegu. Po nadto anal izo -
wane po winny byæ ró ¿ne ro dzaje pr óbek bio log iczny ch,
pon iew a¿ sta bil noœæ kon kretn ego leku zal e¿y rów nie¿ od
ma trycy, w kt órej siê on znaj duje. Do oceny ostrego za -
truc ia sto suje siê zwy kle ana lizê krwi, na tom iast w³osy
i pa znokc ie s¹ anal izo wane, gdy ocen ia siê d³ugot rwa³e
sto sow anie lub nad u¿y wan ie leków.  

Ti klop idy na  jest le kiem ha muj¹cym ag regacjê p³y -
tek, kt óry jest u¿ywany g³ówn ie w celu prze ciwd zia ³ania
udar om nie dok rwiennym, jak rów nie¿ za krzep icom têtn i -
cy wi eñcow ej i na czyñ mó zgowy ch w przy padk ach nad -
w ra¿ liw oœci na inne sub stanc je prze ciwk rzepl iwe (szcze - 
gólnie kwas acet ylo sal icy lowy).  

Ce lem ba dañ by³a ocena stab ilnoœci ti klop idy ny we
krwi, w³osach i pa znokc iach pod czas prze chow ywa nia
w ró¿n ych wa runk ach. Ba dano wp³yw œw iat³a, tem per a -
tu ry i cza su prze chow ywa nia. 

2. Materia³ i me tody

Do przy got owa nia prób ek krwi wy kor zyst ano krew
sek cyjn¹ nie za wier aj¹c¹ ti klop idy ny, do kt órej do dano
ti klo pidynê w il oœci ko nieczn ej do uzys kania stê¿ enia
20 ng/ml. Do ka¿d ej prób ki wy kor zyst ano 2 ml krwi. 

W przy padku prób ek w³osów i pa znokci nie ma  mo¿ -
liwoœci „wbu dow ania” sub stanc ji w ich str ukt urê, dla -
tego, za miast do daw ania ti klop idy ny do pr óbek, wyko -
rzy stano w³osy i pa znokc ie pa cjent ów przyj muj¹cych ten
lek w daw kach te rap euty cznych przez co naj mniej 6 mie -
siêcy. Pró bki te zmie szano ze sob¹, umyto wod¹ de styl o -
wan¹ i me tan olem, drob no poci êto, ujedn oro dnio no i po -
dzie lono na por cje po 100 mg.     

Cz êœæ z przy got owa nych prób ek krwi, w³osów i pa -
znokci pod dano anal izie w dniu przy got owa nia (dzieñ 0,
n = 7). Prób ki te zo sta³y ró wnie¿ wy kor zyst ane do ok reœ -
lenia od zys ku. Ko lejne 42 pr óbki ró ¿nych ma ter ia³ów
by³y prze chow ywa ne w zamk niêt ych szkla nych  pojem -
nikach w nastê puj¹cych wa runk ach: 4oC lub 25oC

w  ciem noœci (po jemn iki po kryte foli¹ alum ini ow¹) lub
25oC z dost êpem œwiat³a dzien nego. Prze chow ywa ne
prób ki by³y anal izo wane od pow iednio po 14 i 60 dniach
(n = 7 dla ka¿dych warunków prze chow ywa nia). 

Eks trakc ja ti klop idy ny by³a wy kon ywa na zgod nie
z me tod¹ opis an¹ przez Pu fal i in. [3]. Bu for bo ran owy
o pH = 9,4 (2 ml) do daw ano do 2 ml krwi i pro wad zono
eks tra kcjê 7 ml n-hek sanu przez 3 go dziny w ³aŸni  ultra -
dŸwiêkowej. Anal ogi cznie eks trah owa no 100 mg por cje
w³osów i pa znokci. Eks trakty od par owy wano do su cha,
roz puszc zano w 100 ml me tan olu i anal izo wano za po -
moc¹ me tody LC-MS z jo niz acj¹ przez roz pyl anie w polu 
elekt rycznym  (API-ESI-MS) w wa run k ach opis any ch
po przedn io przez Pu fal i in. [3]. Roz dzia³ izok raty czny
 tiklopidyny wy kon ano na ko lumn ie Zor bax Ec lipse
XDB C-18. Jako fazê ru chom¹ za stos o wa no acet oni tryl
i 0,1% TFA (80/20). Szyb koœæ prze p³ywu wy nosi³a
0,3 ml/min. Za stos owa no na stêp uj¹ce pa ram etry spek tro -
m etru ma sow ego: tem per atu ra gazu osu s zaj¹cego –
250oC, przep³yw N2 – 10 l/min, ciœnienie ne bul ize ra –
60 psi, na piê cie ka pil ary – 4 kV. Anal izy by³y  prowa -
dzone w try bie SIM (m/z = 264 [MH]+). W anal izie iloœ -
cio wej ti klop idy ny za stos owa no stan dard zewn êtrzny. 

Wy niki pod dano anal izie sta tys tycznej za po moc¹
dwu stronn ego te stu t-Stu denta dla pró bek nie zale ¿nych.
Ró¿ nice uznaw ano za sta tys tycznie istotne przy p £ 0,05.

3. Wy niki

Wy niki przed staw iono na ry cin ach 1 do 3. Sta tys -
tycznie istotny spa dek stê ¿enia ti klop idy ny stwier dzono
je dyn ie w przy padku prób ek krwi, które by³y  przecho -
wywane przez 60 dni w 25oC z dostêpem œwiat³a. We
wszyst kich po zos ta³ych pr óbk ach nie stwier dzono sta tys -
tycznie istotn ych zmian stê¿enia ti klop idy ny, mimo ¿e
 œred nie wa rtoœ ci og ólnie wy kaz ywa³y s³aby spa dek od
dnia 0 do dnia 60. 

4. Dys kus ja 

Do tychc zas opub liko wano nie wiele prac do tycz¹cych 
st abilnoœci ti klop idy ny w ró ¿nych wa runk ach  przecho -
wy wania. Wy kaz ano st abi lno œæ ro ztw orów me tan olo -
wych ti klop idy ny przez okres 3 miesiêcy w tem per atu rze
–20oC [2]. Nie stwier dzono równie¿ strat ti klop idy ny
w prób kach ludz kiego osoc za prze chow ywa nego w tej
sa mej tem per atu rze przez okres 4–6 ty god ni [4]. Dal Bo
i in. wy kaz ali, ¿e st ê¿e nie ti klop idy ny w ludz kim  oso czu
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nie zmie nia siê istotn ie zarówno przez 24 go dziny w tem -
per atu rze po koj owej, jak i po trzech cy klach za mra¿ania
i od mra¿ania pr óbek [1]. Brak jest jed nak bad añ na te mat
st abilnoœci  ti klop idy ny w ró ¿nych ma ter ia³ach  biolo -
gicznych. Zw³asz cza w³osy i pa znokc ie sta nowi¹ war toœ -
ciowy ma ter ia³ w tok syk olo gii kli niczn ej i s¹do wej do
oceny d³ugot rwa³ego przyj mow ania lub nad u¿y wan ia
leków. 

W ni niejs zej pra cy przed staw iono wy niki ba dañ  sta -
bilnoœci ti klop idy ny we krwi, w³osach i pa znokc iach po
prze chow ywa niu prób ek przez okres 14 lub 60 dni, w 4oC 
lub 25oC w ciemnoœci lub 25oC z dostêpem œwiat³a. Œred -
nie stê ¿enia ti klop idy ny za sadn iczo wy kaz ywa³y s³aby
spa dek od dnia 0 do dnia 60. Efekt ten by³ naj bard ziej
wyr aŸny dla pró bek prze chow ywa nych w tem per atu rze
25oC z  dostê pem œwiat³a. Jed nak, z wyj¹tkiem prób krwi,
któ re by³y prze chow ywa ne przez 60 dni w tem per atu rze
25oC z  do stê pem œwiat³a, spa dek ten nie by³ sta tys tycznie
istotny. 

5. Wnio ski

Wy niki ni niejs zych ba dañ wska zuj¹, ¿e ti klop idy na
jest bar dzo sta biln¹ sub stancj¹. Na wet je œli pr óbki krwi
nie s¹ prze chow ywa ne w opty maln ych wa runk ach (np.
g³êb okie za mro¿ enie, wz glêd nie prze chow ywa nie w  lo -
dówce), mo¿na uzys kaæ u¿yt eczne wy niki przez co naj -
mniej 60 dni. Po nadto wy niki zdaj¹ siê ws kaz ywaæ, ¿e
w³osy i pa znokc ie mog¹ byæ prze chow ywa ne w tem per a -
tu rze po koj owej, jed nak wów czas wska zana jest ich
ochrona przed œwiat³em w celu mi nim ali zac ji strat  tiklo -
pidyny.   
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