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КІЛЬКІСНЕ ВИЗНАЧЕННЯ АМІЗОНУ В ПЛАЗМІ КРОВІ МЕТОДОМ
ВИСОКОЕФЕКТИВНОЇ РІДИННОЇ ХРОМАТОГРАФІЇ

О.В.�Ільчен³о,�О.О.�Пентю³,�Н.В.�Заїч³о,�О.С.�Азаров
ВІННИЦЬКИЙ�НАЦІОНАЛЬНИЙ�МЕДИЧНИЙ�УНІВЕРСИТЕТ�ІМ.�М.І.�ПИРОГОВА

Розроблено�¾ні±альний�метод�±іль±існо�о�визначення�амізон¾�в�плазмі�±рові.�До�0,5�мл�плазми�±рові
додавали�1,5�мл�ацетонітрил¾.�С¾міш�центриф¾�¾вали,�надосадов¾�рідин¾�зливали� і�додавали�до�неї
3,5 мл�хлороформ¾.�С¾міш�рідин�стр¾ш¾вали�протя�ом�30�с,�потім�центриф¾�¾вали.�Верхній�рід±ий�шар
після�фільтр¾вання�хромато�раф¾вали�на�±олонці�Zorbax�Eclipse�XDB-C8�(150x2,1�мм,�5�м±м).�Застосовано
ізо±ратичне�елюювання.�С±лад�мобільної�фази�(за�об'ємом):�40�%�метанол�на�0,04�М�фосфатном¾�б¾фері
(рН=3,0)�з�додаванням��ептанс¾льфонат¾�натрію�(0,1�м�/мл).�Дете±т¾вання�проводили�при�довжині�хвилі
268�нм.�У�діапазоні�±онцентрацій�амізон¾�від�0,1�до�50�м±�/мл�збері�ається�пропорційна�залежність�між
площею�хромато�рафічно�о�пі±¾�та�±іль±істю�препарат¾�в�пробі.�Виявлено,�що�через�1-6��од�після�прийняття
500�м��препарат¾�йо�о�±онцентрація�в�±рові�є�незвичайно�малою�та�не�перевищ¾є�50-80�н�/мл.

КЛЮЧОВІ�СЛОВА:�амізон,�висо³оефе³тивна�рідинна�хромато�рафія.

ВСТУП.�Амізон�–�ненар³отичний�аналь�е-
ти³,�розроблений�та�синтезований�в�У³раїні.
Він�являє�собою�сполÀ³À�з�рядÀ�похідних�ізоні-
³отинової�³ислоти,�а�саме:�N-метил-4-бензил-
³арбамідопіридинію�йодид.�Має�вираженÀ�про-
тизапальнÀ,� жарознижÀвальнÀ,� інтерферо-
но�еннÀ�й�імÀномодÀлюючÀ�дії�[1,�6,�9].

Розроб³а� нових� лі³арсь³их�форм�цьо�о
препаратÀ,�численні�дослідження�ви³ористання
амізонÀ�в�інших��алÀзях�медицини�(напри³лад
я³�противірÀсний�засіб)�потребÀють�визначення
³онцентрації�амізонÀ�з�метою�вивчення�йо�о
розподілÀ� по�ор�анах� та�дослідження�пара-
метрів�йо�о�фарма³о³інети³и,�що,�À�свою�чер�À,
є�необхідним�для�відпрацьовÀвання� частоти
призначення�препаратÀ�і�величини�йо�о�дози.

МЕТОДИ�ДОСЛІДЖЕННЯ.�До�0,5�мл�плазми
³рові� додавали�1,5�мл� ацетонітрилÀ.�ПробÀ
енер�ійно�стрÀшÀвали�протя�ом�1�хв,�після�чо�о
центрифÀ�Àвали�10�хв�при�1000�об./хв.�Над-
осадовÀ�рідинÀ�відо³ремлювали,�додавали�до
неї�3,5-4,0�мл�хлороформÀ.�СÀміш�рідин�енер-
�ійно�стрÀшÀвали�протя�ом�30�с,� після� чо�о
рідини� розділяли�шляхом�центрифÀ�Àвання
впродовж�10-20�хв�при�3000�об./хв.�При�цьомÀ
рідина�розшаровÀвалась:�верхній�шар�–�водний
розчин,�нижній�–�хлороформ-ацетонітрильна
сÀміш.

Верхній�рід³ий�шар�відбирали�та�пропÀс-
³али�³різь�мембранний�фторопластовий�фільтр

МФФКГ-3� (НПФ� "Біохром")� з� розміром�пор
0,45 м³м.

Кіль³існе�визначення�амізонÀ�проводили�на
висо³оефе³тивномÀ�рідинномÀ�хромато�рафі
HP-1100� "Leonardo"� з� ³олон³ою� розміром
150x2,1� мм,� заповненою� твердою�фазою
Zorbax�Eclipse�XDB-C8�з�розміром��ранÀл�5�м³м.
У� ³олон³À� вводили� 20�м³л� відфільтрованої
рідини.�ЗастосовÀвали�ізо³ратичне�елюювання
зі�с³ладом�мобільної�фази�(за�об'ємом):

А� (60�%)� –� 0,04�М�фосфатний� бÀфер
(рН=3,0),�я³ий�містив��ептансÀльфонат�натрію
(1-heptanesulfonic�acid�sodium�salt,�SIGMA)�À
³іль³ості�0,1�м�/мл;

В�(40�%)�–�метанол�(HPLC�grade,�ALDRICH).
Швид³ість�елюювання�–�100�м³л/хв,�темпе-

ратÀра�³олон³и�–�20�°С.�Дете³тÀвання�амізонÀ
проводили�при�довжині�хвилі�268�нм.�За�цих
Àмов� час� виходÀ�амізонÀ� з� ³олон³и�с³ладав
приблизно�14�хв.

РЕЗУЛЬТАТИ�Й�ОБГОВОРЕННЯ.�На�момент
ви³онання�роботи�методів� визначення� ³он-
центрації�амізонÀ�в�біоло�ічних�рідинах,�À�томÀ
числі� й�методом�висо³оефе³тивної� рідинної
хромато�рафії,�не�існÀвало.

Амізон�за�хімічною�стрÀ³тÀрою�є�четвер-
тинною�амонієвою�сполÀ³ою.�Ціл³ом�природно,
що�найпростіший�метод�³іль³існо�о�визначення
препаратÀ�–�метод�висо³оефе³тивної�рідинної
хромато�рафії�–�повинен�передбачати�застосÀ-
вання�іонообмінної�³олон³и.�Але�через�висо³À
вартість,�порівняно�з�традиційними�зворотно-

©�О.В.�Ільчен³о,�О.О.�Пентю³,�Н.В.�Заїч³о,�О.С.�Азаров,
2007.
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фазними�С8-С18,�ви³ористання�іонообмінних
³олоно³�не�бÀло�досліджено.�З�тієї�ж�причини
не� досліджÀвали� спеціально� деза³тивовані
фази�С8-С18.

Метод�значно�спрощÀється�завдя³и�заміні
міжфазної�е³стра³ції�з�плазми�³рові�(рідина-
рідина�або�À�твердофазномÀ�патроні)�на�одно-
фазнÀ�е³стра³цію�в�ацетонітрил,�що�є�наба�ато
дешевшою�процедÀрою�порівняно�з�е³стра³-
цією�À�твердофазних�патронах.

Концентрацію�препаратÀ�визначали�мето-
дом�зовнішньо�о�стандартÀ.�Я³�стандарт�ви³о-
ристовÀвали�зраз³и�плазми�³рові,�до�я³их�дода-
вали�певнÀ�³іль³ість�розчинÀ�сÀбстанції�амізонÀ
фарма³опейної�я³ості�(ВАТ�"Фарма³",�У³раїна).

Стандартні� зраз³и�піддавали� та³ій� самій
обробці,�я³�і�зраз³и,�що�підля�али�визначенню
вмістÀ�амізонÀ.

При�визначенні�величини�втрат�амізонÀ�в
процесі� пробопід�отов³и� одна³овÀ� ³іль³ість
розчинÀ�препаратÀ�додавали�до�певних�об'ємів
плазми�та�води.�Концентрація�амізонÀ�в�роз-
чинах�с³ладала�1,�3,�10�м³�/мл.�Розчини�препа-
ратÀ�в�плазмі�та�частинÀ�водних�розчинів�підда-
вали�повномÀ�ци³лÀ�пробопід�отов³и,�інша�час-
тина�водних�розчинів�являла�собою�³онтроль,
її� вводили� в� ³олон³À� безпосередньо� після
фільтрÀвання.�Встановлено,�що�відносні�втрати
амізонÀ�в�процесі�пробопід�отов³и�не�залежать
від�³онцентрації�та�с³ладають�3-5�%.

У�діапазоні�³онцентрацій�амізонÀ�від�0,1�до
50�м³�/мл�збері�алася�пропорційна�залежність
між�площею�хромато�рафічно�о�пі³À�та�³іль-
³істю�препаратÀ�в�пробі.

При� визначенні� препаратÀ,� додано�о�до
плазми�À�³онцентраціях�від�0,50�до�4,00�м³�/мл
(серіями�по�5�паралельних�проб),� величина
відносної�похиб³и�середньо�о�резÀльтатÀ�не
перевищÀвала�4,5�%�для�довірчо�о�інтервалÀ
Р=0,95.�Нижня�межа�визначення�амізонÀ�с³ла-
дала�100�н�/мл�(відношення�"си�нал/шÀм">10).

Описаним�методом�проведено�визначення
³онцентрації�амізонÀ�в�плазмі�³рові�людей�при
прийманні�йо�о� À� ви�ляді� таблето³.�Концен-
трацію�визначали�À�трьох�здорових�доброволь-
ців�–�чолові³ів�ві³ом�від�35�до�45�ро³ів,�середня

маса�тіла�–�(75±3,3)�³�.�Вони�натще�приймали
амізон�(500�м�),�запиваючи�йо�о�100�мл�води.
Кров�для� аналiзÀ�брали� з� лi³тьової� вени�до
приймання�препаратÀ�i�через�1,�2,�4,�6��од�після
йо�о�прийняття.�Кров�відбирали�в�пробір³и,�я³і
містили�ЕДТА�À�³іль³ості,�е³вівалентній�1�м�/мл
³рові.�З�одержаної�³рові�виділяли�плазмÀ,�я³À
піддавали�подальшій�обробці.

Встановлено,�що�³онцентрація�амізонÀ�в
плазмі�³рові�після�йо�о�прийняття�À�дозі�500 м�
є�неочі³Àвано�малою,�перебÀває�фа³тично�на
межі�визначення�методÀ�і�с³ладає�від�80�(на�1
�одинÀ� після� прийняття)� до� 50� н�/мл� (на� 6
�одинÀ�після�прийняття).

БÀло� висÀнÀто� припÀщення,�що� амізон
роз³ладається� в� ³рові� або�плазмі.�З�метою
перевір³и�цьо�о�припÀщення�À�добровольця�Ю.
бÀло�взято�10�мл�³рові�до�пробір³и,�що�містила
10� м�� ЕДТА� та� 0,1� мл� розчинÀ� амізонÀ� з
³онцентрацією�100�м³�/мл.�Після�ретельно�о
перемішÀвання� з� ЕДТА� ³ров� залишалася
протя�ом� 2� �од� при� ³імнатній� температÀрі.
Потім�відо³ремлювали�плазмÀ�і�заморожÀвали
її�при�–12�°С�на�12��од.�Після�розморожÀвання
в�плазмі�визначали�³іль³ість�препаратÀ.�При
цьомÀ�бÀдь-я³о�о�роз³ладення�амізонÀ�в�³рові
або�плазмі�за�описаних�Àмов�пробопід�отов³и
не�спостері�алося.

ВИСНОВКИ.�1.�Розроблено�методи³À�³іль-
³існо�о�визначення�амізонÀ�в�плазмі�³рові�на
висо³оефе³тивномÀ�рідинномÀ�хромато�рафі
НР-1100.

2.�Встановлено,�що�³онцентрація�амізонÀ
в�сироватці�людини�після�перорально�о�прий-
мання�препаратÀ�в�терапевтичних�дозах�є�над-
звичайно�низь³ою�порівняно�з�³онцентрацією
інших�лі³арсь³их�препаратів,�я³і�приймають�À
та³ій�же�³іль³ості�[2-5,�7,�8].�Причиною�цьо�о
може�бÀти�або�по�ане�всмо³тÀвання�амізонÀ�з
ШКТ,� або� вели³а� швид³ість� метаболізмÀ
амізонÀ.�В�бÀдь-я³омÀ�випад³À�є�сенс�дослідити
можливість�створення�нової�лі³арсь³ої�форми
амізонÀ,� застосÀвання�я³ої�дозволило�б�при
зменшенні� дози� препаратÀ� збільшити� йо�о
³онцентрацію�в�³рові.
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КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ АМИЗОНА В ПЛАЗМЕ КРОВИ
МЕТОДОМ ВЫСОКОЭФФЕКТИВНОЙ ЖИДКОСТНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ

А.В.�Ильчен³о,�А.А.�Пентю³,�Н.В.�Заич³о,�А.С.�Азаров
ВИННИЦКИЙ�НАЦИОНАЛЬНЫЙ�МЕДИЦИНСКИЙ�УНИВЕРСИТЕТ�ИМ.�Н.И.�ПИРОГОВА

Резюме
Разработан�¾ни±альный�метод�±оличественно�о�определения�амизона�в�плазме�±рови.�К�0,5�мл

плазмы�±рови�добавляли�1,5�мл�ацетонитрила.�Смесь�центриф¾�ировали,�надосадочн¾ю�жид±ость�сливали
и� добавляли� ±� ней� 3,5� мл� хлороформа.� Смесь� жид±остей� встряхивали� в� течение� 30� с,� затем
центриф¾�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�объем¾):�40�%�метанол�на�0,04�М�фосфатном�б¾фере�(рН=3,0)�с�добав±ой��ептанс¾льфоната�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�межд¾�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,�высо³оэффе³тивная�жид³остная�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�(150x2,1�mm,�5�microns).�The�mobile�phase�consisted�of�40�%�(vol/vol)�methanol�in�0,04�M�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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