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КІЛЬКІСНЕ ВИЗНАЧЕННЯ АМІЗОНУ В ПЛАЗМІ КРОВІ МЕТОДОМ
ВИСОКОЕФЕКТИВНОЇ РІДИННОЇ ХРОМАТОГРАФІЇ

О.В. Ільчен о, О.О. Пентю , Н.В. Заїч о, О.С. Азаров
ВІННИЦЬКИЙНАЦІОНАЛЬНИЙМЕДИЧНИЙ УНІВЕРСИТЕТ ІМ.М.І. ПИРОГОВА

Розроблено ні альний метод іль існо о визначення амізон в плазмі рові. До 0,5 мл плазми рові
додавали 1,5 мл ацетонітрил . С міш центриф вали, надосадов рідин зливали і додавали до неї
3,5 мл хлороформ . С міш рідин стр ш вали протя ом 30 с, потім центриф вали. Верхній рід ий шар
післяфільтр вання хромато раф вали на олонці Zorbax Eclipse XDB-C8 (150x2,1 мм, 5м м). Застосовано
ізо ратичне елюювання. С ладмобільної фази (за об'ємом): 40% метанол на 0,04Мфосфатном б фері
(рН=3,0) з додаванням ептанс льфонат натрію (0,1 м /мл). Дете т вання проводили при довжині хвилі
268 нм. У діапазоні онцентрацій амізон від 0,1 до 50 м /мл збері ається пропорційна залежність між
площеюхромато рафічно о пі та іль істюпрепарат в пробі. Виявлено,що через 1-6 од після прийняття
500 м препарат йо о онцентрація в рові є незвичайно малою та не перевищ є 50-80 н /мл.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: амізон, висо оефе тивна рідинна хромато рафія.

ВСТУП. Амізон – ненар отичний аналь е-
ти , розроблений та синтезований в У раїні.
Він являє собою спол з ряд похідних ізоні-
отинової ислоти, а саме: N-метил-4-бензил-
арбамідопіридиніюйодид.Має виражен про-
тизапальн , жарозниж вальн , інтерферо-
но енн й ім номод лююч дії [1, 6, 9].

Розроб а нових лі арсь их форм цьо о
препарат , численні дослідження ви ористання
амізон в інших ал зях медицини (напри лад
я противір сний засіб) потреб ють визначення
онцентрації амізон з метою вивчення йо о
розподіл по ор анах та дослідження пара-
метрів йо офарма о інети и,що, своючер ,
є необхідним для відпрацьов вання частоти
призначення препарат і величини йо о дози.

МЕТОДИДОСЛІДЖЕННЯ.До0,5млплазми
рові додавали 1,5 мл ацетонітрил . Проб
енер ійно стр ш вали протя ом1 хв, після чо о
центриф вали 10 хв при 1000 об./хв. Над-
осадов рідин відо ремлювали, додавали до
неї 3,5-4,0 мл хлороформ . С міш рідин енер-
ійно стр ш вали протя ом 30 с, після чо о
рідини розділяли шляхом центриф вання
впродовж 10-20 хв при 3000 об./хв. При цьом
рідинарозшаров валась: верхнійшар– водний
розчин, нижній – хлороформ-ацетонітрильна
с міш.

Верхній рід ий шар відбирали та проп с-
али різьмембраннийфторопластовийфільтр

МФФКГ-3 (НПФ "Біохром") з розміром пор
0,45 м м.

Кіль існе визначення амізон проводили на
висо оефе тивном рідинном хромато рафі
HP-1100 "Leonardo" з олон ою розміром
150x2,1 мм, заповненою твердою фазою
ZorbaxEclipseXDB-C8 зрозміром ран л5м м.
У олон вводили 20 м л відфільтрованої
рідини. Застосов вали ізо ратичне елюювання
зі с ладом мобільної фази (за об'ємом):

А (60 %) – 0,04 М фосфатний б фер
(рН=3,0), я ий містив ептанс льфонат натрію
(1-heptanesulfonic acid sodium salt, SIGMA)
іль ості 0,1 м /мл;

В (40%) –метанол (HPLC grade, ALDRICH).
Швид ість елюювання – 100м л/хв, темпе-

рат ра олон и – 20 °С. Дете т вання амізон
проводили при довжині хвилі 268 нм. За цих
мов час виход амізон з олон и с ладав
приблизно 14 хв.

РЕЗУЛЬТАТИЙОБГОВОРЕННЯ.Намомент
ви онання роботи методів визначення он-
центрації амізон в біоло ічних рідинах, том
числі й методом висо оефе тивної рідинної
хромато рафії, не існ вало.

Амізон за хімічною стр т рою є четвер-
тинноюамонієвоюспол ою.Ціл омприродно,
щонайпростішийметод іль існо о визначення
препарат – метод висо оефе тивної рідинної
хромато рафії – повинен передбачати застос -
вання іонообмінної олон и. Але через висо
вартість, порівняно з традиційними зворотно-
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фазними С8-С18, ви ористання іонообмінних
олоно не б ло досліджено. З тієї ж причини
не дослідж вали спеціально деза тивовані
фази С8-С18.

Метод значно спрощ ється завдя и заміні
міжфазної е стра ції з плазми рові (рідина-
рідина або твердофазном патроні) на одно-
фазн е стра цію в ацетонітрил,що є наба ато
дешевшою процед рою порівняно з е стра -
цією твердофазних патронах.

Концентрацію препарат визначали мето-
дом зовнішньо о стандарт . Я стандарт ви о-
ристов вали зраз иплазми рові, до я ихдода-
вали певн іль ість розчин с бстанції амізон
фарма опейної я ості (ВАТ "Фарма ", У раїна).

Стандартні зраз и піддавали та ій самій
обробці, я і зраз и, що підля али визначенню
вміст амізон .

При визначенні величини втрат амізон в
процесі пробопід отов и одна ов іль ість
розчин препарат додавали до певних об'ємів
плазми та води. Концентрація амізон в роз-
чинах с ладала 1, 3, 10м /мл. Розчини препа-
рат в плазмі та частин водних розчинів підда-
вали повном ци л пробопід отов и, інша час-
тина водних розчинів являла собою онтроль,
її вводили в олон безпосередньо після
фільтр вання. Встановлено,що відносні втрати
амізон в процесі пробопід отов и не залежать
від онцентрації та с ладають 3-5 %.

У діапазоні онцентрацій амізон від 0,1 до
50м /мл збері алася пропорційна залежність
між площею хромато рафічно о пі та іль-
істю препарат в пробі.

При визначенні препарат , додано о до
плазми онцентраціях від 0,50 до 4,00м /мл
(серіями по 5 паралельних проб), величина
відносної похиб и середньо о рез льтат не
перевищ вала 4,5 % для довірчо о інтервал
Р=0,95. Нижня межа визначення амізон с ла-
дала 100 н /мл (відношення "си нал/ш м">10).

Описанимметодом проведено визначення
онцентрації амізон в плазмі рові людей при
прийманні йо о ви ляді таблето . Концен-
трацію визначали трьох здорових доброволь-
ців – чолові ів ві ом від 35 до 45 ро ів, середня

маса тіла – (75±3,3) . Вони натще приймали
амізон (500 м ), запиваючи йо о 100 мл води.
Кров для аналiз брали з лi тьової вени до
приймання препарат i через 1, 2, 4, 6 од після
йо о прийняття. Кров відбирали в пробір и, я і
містили ЕДТА іль ості, е вівалентній 1 м /мл
рові. З одержаної рові виділяли плазм , я
піддавали подальшій обробці.

Встановлено, що онцентрація амізон в
плазмі рові після йо о прийняття дозі 500 м
є неочі вано малою, переб ває фа тично на
межі визначення метод і с ладає від 80 (на 1
один після прийняття) до 50 н /мл (на 6
один після прийняття).

Б ло вис н то прип щення, що амізон
роз ладається в рові або плазмі. З метою
перевір и цьо о прип щення добровольцяЮ.
б ло взято 10мл рові до пробір и,щомістила
10 м ЕДТА та 0,1 мл розчин амізон з
онцентрацією 100 м /мл. Після ретельно о
переміш вання з ЕДТА ров залишалася
протя ом 2 од при імнатній температ рі.
Потім відо ремлювали плазм і заморож вали
її при –12 °С на 12 од. Після розморож вання
в плазмі визначали іль ість препарат . При
цьом б дь-я о о роз ладення амізон в рові
або плазмі за описаних мов пробопід отов и
не спостері алося.

ВИСНОВКИ. 1. Розроблено методи іль-
існо о визначення амізон в плазмі рові на
висо оефе тивном рідинном хромато рафі
НР-1100.

2. Встановлено, що онцентрація амізон
в сироватці людини після перорально о прий-
мання препарат в терапевтичних дозах є над-
звичайно низь ою порівняно з онцентрацією
інших лі арсь их препаратів, я і приймають
та ій же іль ості [2-5, 7, 8]. Причиною цьо о
може б ти або по ане всмо т вання амізон з
ШКТ, або вели а швид ість метаболізм
амізон . Вб дь-я ом випад є сенсдослідити
можливість створення нової лі арсь ої форми
амізон , застос вання я ої дозволило б при
зменшенні дози препарат збільшити йо о
онцентрацію в рові.

ЛІТЕРАТУРА
1. Б хтиарова Т.А. Амизон – новый неопиоид-

ный аналь ети с противовоспалительным, жаропо-
нижающим и интерфероно енными свойствами //
Лi и. – 1997. – № 3. – С. 69-70.

2. Волощ Н.І., Пентю О.О., Г нь о І.П., Іль-
чен о О.В. Вплив статево о диморфізм на фарма-

о інети та анал ез ючий ефе т німес лід //
Лі и. – 2003. – № 1-2. – С. 51-59.

3. Ильчен о А.В., Азаров А.С. Флюорометри-
чес ое определение онцентрации берберина в
рови // Клин. лаб. диа ности а. – 1994. – № 4. –
С. 49-50.



К
О
Р
О
Т
К
І 
П
О
В
ІД
О
М
Л
Е
Н
Н
Я

132132132132132

Ìåäè÷íà õiìiÿ – ò. 9, ¹ 2, 2007

4. Ільчен оО.В., Л цю М.Б.Флюорометричне
визначення онцентрацiї фенi аберан в ровi //
Фармац. ж рн. – 1993. – № 4. – С. 18.

5. Ільчен оО.В., Станіславч М.А., Пентю О.О.
Фл ориметричний спосiб визначення ацетилсалi-
цилової та салiцилової ислот в бiоло ічном ма-
терiалi за мов їх одночасної прис тностi // Фар-
мац. ж рн. – 1995. – № 6. – С. 56-58.

6. КарповаО.И. Амизон – новый отечественный
ненар отичес ий аналь ети // Проблемы меди-
цины. – 1998. – № 3. – С. 38-39.

7. Косован А.І., Я овлєва О.О., Ільчен о О.В.та
ін. Кіль існе визначення теофілін в сироватці рові

методомвисо оефе тивної рідинної хромато рафії //
Мед. хімія. – 2001. – 3, № 2. – С. 81-84.

8. Пентю А.А., Ильчен о А.В., Сер ова В.К. и
др. Cравнительная фарма о инети а хинидина
с льфата и лечебныеформы хинидина, пол ченные
в рез льтате онъю ации на поверхности высо-
одисперсных ремнеземов // У раїнсь а на ова
онференція за частю раїн СНД "А т альні про-
блеми лінічної фарма оло ії": Тези доповідей. –
Вінниця, 1993. – С. 209.

9. Фролов А.Ф., Фролов В.М., Лос това И.В.
Опыт линичес о о применения ново о раинс о о
препарата АМИЗОНА // Еженедельни Апте а. –
2000. – № 4 (225). – С. 32-33.

КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ АМИЗОНА В ПЛАЗМЕ КРОВИ
МЕТОДОМ ВЫСОКОЭФФЕКТИВНОЙ ЖИДКОСТНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ

А.В. Ильчен о, А.А. Пентю , Н.В. Заич о, А.С. Азаров
ВИННИЦКИЙ НАЦИОНАЛЬНЫЙМЕДИЦИНСКИЙ УНИВЕРСИТЕТ ИМ. Н.И. ПИРОГОВА

Резюме
Разработан ни альный метод оличественно о определения амизона в плазме рови. К 0,5 мл

плазмы ровидобавляли1,5мл ацетонитрила. Смесь центриф ировали, надосадочн южид ость сливали
и добавляли ней 3,5 мл хлороформа. Смесь жид остей встряхивали в течение 30 с, затем
центриф ировали. Верхний ред ий слой после фильтрования хромато рафировали на олон е Zorbax
Eclipse XDB-C8 (150x2,1 мм, 5 м м). Применено изо ратичес ое элюирование. Состав мобильной фазы
(по объем ): 40 % метанол на 0,04 М фосфатном б фере (рН=3,0) с добав ой ептанс льфоната натрия
(0,1 м /мл). Дете тирование проводили при длине волны 268 нм. В диапазоне онцентраций амизона от
0,1 до 50 м /мл сохраняется пропорциональная зависимость межд площадью хромато рафичес о о
пи а и оличеством препарата в пробе. О азалось, что через 1-6 часов после приема 500 м препарата
е о онцентрация в рови необычайно низ а и не превышает 50-80 н /мл.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: амизон, высо оэффе тивная жид остная хромато рафия.

QUANTITATIVE DETERMINATION OF AMIZONE IN BLOOD PLASMA
BY HIGHLY-EFFECTIVE LIQUID CHROMATOGRAPHY METHOD

O.V. Ilchenko, O.O. Pentyuk, N.V. Zaichko, O.S. Azarov
VINNYTSIA NATIONAL MEDICAL UNIVERSITY BY M.I. PYROHOV

Summary
A unique highly-effective liquid chromatographic procedure was developed for amizone quantification in

blood plasma. The method involves precipitation of proteins with acetonitrile (1,5 ml AcN to 0,5 ml of plasma)
followed by treatment of supernatant by 3,5 ml of Chloroformium. The mixture of fluids was shaken up within
30 seconds, then it was centrifuged. The separation of amizone was achieved on a column Zorbax Eclipse
XDB-C8 (150x2,1mm, 5microns). Themobile phase consisted of 40% (vol/vol) methanol in 0,04M phosphate
buffer (pH 3,0) containing 1-heptanesulfonic acid sodium salt (0,1 mg/ml) as an ion pairing agent. Quantitation
of indomethacin was performed by UV detection at 268 nm. The linearity between chromatographic peac area
and concentration was obtained in the concentration range 0,1-50 micrograms/ml. It was revealed, that
therapeutic concentration of amizon is unusually low and does not exceed 50-80 ng/ml.

KEY WORDS: amizone, highly-effective liquid chromatography.
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