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NGHIEN CU'U BINH LUONG NIFEDIPIN TRONG HUYET TWUONG CHO
BANG PHUONG PHAP SAC KY LONG KHOI PHO SIEU HIEU NANG
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Trinh Van Lau®, Nguyén Hiru Duy’, Nguyén Thj Dao*
TOM TAT
Muc tiéu: Thadm dinh phwong phép sic ky 16ng khéi phd siéu hiéu nang (UPLC MS/MS) dé
dinh lwong nifedipin (NIF) trong huyét twong ché. Phwong phdp: Thdm dinh d6 dac hiéu - chon
loc, gi¢i han dinh lwgng dwdi, d6 dang, dd chinh xac, dwéng chuan va khoang tuyén tinh, ty 1&
thu héi hoat chét, anh hwéng cia nén mau, d6 nhiém chéo, d6 6n dinh cta NIF trong huyét
twong. Két qua: Thdm dinh dwoc phwong phap UPLC MS/MS dé dinh lwong NIF trong huyét
twong cho theo céc tiéu chi quy dinh. Két ludn: Xay dung duoc phwong phap UPLC MS/MS
dé dinh lwong NIF trong huyét twong ché lam co s& danh gia sinh kha dung cac ché pham

thudc chira NIF.

* T khéa: Nifedipin; UPLC-MS/MS; Huyét twong cho.

DAT VAN DE

Nifedipin la thubc chen kénh calci va 1a
thubc dau tién ctia nhém dihydropyridin
dwoc dwa vao lam sang diéu tri suy tinh
mach vanh tr nam 1969 [2]. NIF dwoc st
dung réng réi trong diéu tri tang huyét ap,
chéng con dau that nguc va cac rbi loan
vé mach méau khac [1, 3, 4]. NIF thuéc
phan nhém Il theo hé théng phan loai sinh
dwoc hoc véi dac tinh tan tét trong lipid,
do d6 c6 kha nang hdp thu nhanh va
hoan toan qua dwdng tiéu hda sau khi st
dung theo dworng udng. Tuy nhién, NIF cé
sinh kh& dung thap, khoang 45 - 75%,
chd yéu do chuyén hoa tién hé théng,
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dan dén néng do thubc trong huyét twong
thap [1]. Nhiéu phwong phap da dwoc st
dung dé& dinh lwong NIF trong huyét
twong nhw: Phwong phap séc ky khi,
phwong phap von ké, phwong phéap sac
ky 16ng hiéu nang cao véi detector UV va
dectector dién hoéa [5, 6, 7, 8, 9]. Tuy
nhién, cac phwong phap nay khong da dé
nhay dé& xac dinh NIF & néng do thap
trong huyét twong. Vi vay, dé lam co sé
cho viéc danh gia sinh kha dung cua céac
ché phdm cha NIF bang phwong phép
phan tich nhanh ching téi tién hanh dé tai
nay nham: Nghién ciru dinh lwong NIF
trong huyét tuvong ché bang phuwong phép
UPLC MS/MS.
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NGUYEN VAT LIEU, THIET Bl VA
PHUONG PHAP NGHIEN CUrU

1. Nguyén liéu va thiét bi

* Nguyén liéu, dung méi, héa chét:

- Chét chuén:

+ Nifedipin: Chuan Duoc dién Viét Nam,
SKS: WS. 0216200.02, ham Iwong: 99,82%
(nguyén trang).

+ Glibenclamid (GLI): Chudn Dwoc
dién Viét Nam, SKS: 0103129, ham lwong:
100,10% (khan), dé &m 0,09%, dung lam
chuan ndi trong phwong phép phan tich.

- Dung méi, héa chét:

+ Methanol, acetonitril, acid formic dat
tiéu chuén tinh khiét dung cho séc ky.

+ Chloroform dat tiéu chuan tinh khiét
dung cho phan tich.

- Huyét twong trédng: Huyét twong ché
khéng chra NIF do Ban Cung cép Dong
vat thi nghiém, Hoc vién Quan y cung cép.

* Thiét bi:

C4c thiét bi phan tich déu dwoc chuan
héa, dap (rng yéu cau cta ISO/IEC 17025 -
2005 va GLP bao gébm: Hé théng séc ky
lbng khéi phd siéu hiéu nang UPLC
MS/MS (Water), can phan tich Mettler
Toledo c6 dd chinh xac 0,01 mg (Thuy
S7), may lac siéu am Elmasonic S100H
(hang Elma, Bwrc), may lac ngang HS 260
(hang IKA, Btrc), may l&c xody Genious 3
(hang IKA, Bwc), ta lanh am séu (hang
Panasonic, Nhat Ban) va cac dung cu
thay tinh, binh dinh muc, pipet c6 dd
chinh xac phu hop.

2. Phuwong phap nghién ciru

*Diéu kién séc ky:

- Cét s&c ky: C18; 50 x 2,1 mm; 1,9 pm.
Nhiét d cot 40°C.

- Pha doéng: MeCN : acid formic 0,1%
(90 : 10).

- Téc dd dong: 0,2 ml/phdt.

- Detector: Xevo TQD.

- Thé tich tiém: 5 pl.

- Nhiét d6 buéng tiém: 20°C.

*Piéu kién khbi phé:

+ Kiéu khéi phd: MS/MS, ngudn ion
hoa ESI (+).

+ C4c thong sb cua thiét bi khdi phd dé
phat hién NIF va GLI.

Béng 1: Céc théng sb6 cha detector
khéi phd dé dinh tinh, dinh lwong NIF va
chuan noi GLI.

Thong séChat phén tich NIF IS (GLI)
Ché do ion hoa ESI (+) | ESI(+)
Thé ngudn (kV) 4 4
Thé hoi tu (V) 24 34
Nhiét do hoa hoi (°C) 350 350
Lwu lwgng khi mang (L/H) 850 850
Luwu lwong khi b tror (L/H) 20 20
N&ng lwgng bén pha (V) 8 14
m/z ion me 347,07 494,20
m/z ion con 315,02 369,12

*Quy trinh xtr ly méu huyét tuong cho:

DPé huyét twong ra dong & nhiét do
phong. Lay 0,5 ml huyét twong, thém 50 pl
dung dich chudn néi (dung dich GLI
0,4 pg/ml). Lac xody 5 gidy. Thém 4 mi
cloroform. L&c ngang co hoc 300 lan/phit
trong 5 phat. Ly tdm 4.000 vong/phat
trong 5 phut. Hat 2 ml 16p dich trong phia
dwai, bée hoi (khéng nhiét) duwdi dong khi
nito. Hoa tan can thu dwoc trong 0,5 ml
pha déng. Tiém séc ky.
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* Thédm dinh phuong phéap dinh leong
NIF trong huyét twong ché bang phuong
phap UPLC MS/MS:

Phuwong phdp dwgc danh gid theo
hwéng dan thdm dinh phwong phap dinh
lwong thudce trong dich sinh hoc ctia US-FDA

dwa trén viéc khao séat céc chi tiéu sau:
Do dac hiéu - chon lgc, gidi han dinh lwgng
dwéi, d6 ding, dd chinh xéc, dwéng chuan
va khoang tuyén tinh, ty Ié thu hdi hoat chét,
dd nhiém chéo, anh hwéng clia nén mau,
dé 6n dinh cta NIF trong huyét twong.

KET QUA NGHIEN CU’U VA BAN LUAN

1. D6 dac hiéu - chon loc cua phwong phap
DHCL-BLANK4 Smooth(Mn,1x2) nifedipin MRM of 2 channels,ES+
0.74 347.07 > 315.02
1.4
100 104 69e+003
Yo nifedipin
0.74
p-01 044 104 1.15  1.27
(o} = min
DHCL-BLANK4 Smooth(Mn,1x2) Glibenclamid MRM of 2 channels,ES+
0.74 494.20 > 369.12
312 2
100 39 3.312e+00
Glibenclamid;0.74;3$\)
°%{0.01
1.40
1.03 1.15
0 T T T T T T T min
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40

Hinh 1: Sac ky d6 mau huyét twong trang.

DHCL-LLOQ4 Smooth(Mn,1x2)

nifedipin MRM of 2 channels,ES+
0.74 347.07 > 315.02
2.672e+004
100 1717 +
Y%
0 min

DHCL-LLOQ4 Smooth(Mn,1x2)

Glibenclamid

MRM of 2 channels,ES+

0.75 494.20 > 369.12
2.2
100- 13639 30e+005
O/o,
(] T T . T T T T T T min
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40

Hinh 2: S&c ky d6 mau huyét twong tw tao chira chuan NIF & néng d6 LLOQ (0,5 ng/ml)
va chuén ndi GLI (40 ng/ml).

10



TAP CHi ¥ - DUQC HOC QUAN SU SO 5-2020

Phan tich cac mau huyét twong trang va cac mau huyét twong tw tao chira chuan
NIF vé&i nbng dé khoang 0,5 ng/ml ¢ chira ndi chudn GLI. Két qué phan tich cho théy,
déap &ng cla mau trang tai thoi diém trung véi thei gian lwu cda NIF (0,74 phat) nhé
hon 7% dap (ng cua pic NIF & ndng do 0,5 ng/ml va dap (ng ctia mau tréng tai thoi
diém trung véi thoi gian lwu cta GLI (0,75 phat) khéng vuot qua 1% dap tng cta GLI.
Do vay, phwong phap déc hiéu va chon loc dbi véi NIF, GLI theo cac quy dinh cla
phwong phap phan tich thubc trong dich sinh hoc.

2. Pwong chuan va khoang tuyén tinh
Béng 2: D6 tuyén tinh ctia phwong phap thu dwoc sau khi phan tich hdi quy.

cct cc2 ccs cca CcC5
cc | Nong | 1yl | NGO | ryie | NGO | ryie | NGO | ryie | NGO | 1y
(ng/ml) NIF/GLI (ng/ml) NIF/GLI (ng/ml) NIF/GLI (ng/ml) NIF/GLI (ng/ml) NIF/GLI
st| o5 | o116 | 05 | 0131 | 05 | 0441 | 05 | 0132 | 05 | 0,135
s2 | 10 | 0227 | 10 | 0234 | 10 | 0267 | 1,0 0,25 1,0 0,26
S3| 20 | 0426 | 20 | 0435 | 20 | 0507 | 20 | 0501 | 20 | 0487
S4| 50 | 1,020 | 50 | 105 | 50 | 1,225 | 50 | 1,161 | 50 | 1,178
s5 | 100 | 1,981 | 100 | 2117 | 100 | 2,357 | 100 | 2285 | 100 | 2385
S6 | 20,1 | 4122 | 201 | 4214 | 20,1 | 4674 | 200 | 4751 | 201 | 4678
s7 | 401 | 7681 | 401 | 7984 | 401 | 8930 | 40,1 | 8803 | 402 | 8983
S8 | 802 | 15343 | 80,2 | 16,259 | 80,2 | 18,005 | 80,2 | 17,786 | 80,3 | 18,144
S9 | 100,3 | 19,857 | 100,3 | 20,676 | 100,3 | 22,186 | 100,2 | 23,299 | 100,4 | 23,044
a 0,1980 0,2047 0,2298 0,2291 0,2303
b 0,0198 0,0287 0,0300 0,0193 0,0223
r 0,9994 0,9998 0,9993 0,9994 0,9997
Bang 3: D6 dung clia cac mau chuan.
cc Do chinh xac so v&i ndng dé Iy thuyét (%)
cct cc2 ccs cca CcC5
St 97,1 99,8 97,0 98,4 98,1
S2 104,5 100,5 103,3 100,8 103,1
s3 102,5 99,2 103,7 105,2 100,9
sS4 101,0 100,4 104,0 99,7 100,4
S5 99,0 102,1 101,3 98,9 102,6
S6 103,1 101,7 100,5 103,3 100,6
s7 96,5 96,9 96,6 95,6 96,8
S8 96,5 98,9 97,5 96,7 98,0
S9 99,9 100,6 96,1 101,4 99,6
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Tién hanh pha cac mau huyét twong chira chuan NIF c6 néng dé chinh xac khoang
tr 0,5 - 100 ng/ml. Phan tich theo quy trinh da xay dwng. Xac dinh sy twong quan gitra
néng d6 NIF (x) c6 trong mau va ty 1& dién tich pic NIF/GLI (y) bdng phwong phap hoi
quy tuyén tinh, st dung hé sé ty trong (1/ndng d6%).

Két qua thdm dinh cho thay: Trong khodng ndng d6 tiv 0,5 - 100 ng/ml, ¢ sw twong
quan tuyén tinh gitra ndng d6 NIF va ty I& dién tich pic NIF/GLI v&i hé sb twong quan r
> 0,99. Néng dd NIF x&c dinh tlr dwéng chuén so véi ndéng do ly thuyét déu ndm trong
gi¢i han cho phép (80 - 120% dbi véi néng dé thap nhat, 85 - 115% dbi véi cac nbéng
dd con lai) theo quy dinh ctia phwong phap phan tich thubc trong dich sinh hoc.

3. Gi¢i han dinh lweng dwéi cua phwong phap
Béng 4: Két qua x&c dinh gia tri LLOQ ctia phwong phap.

STT | NOMITE TN Y | dion chuin (ngimi) | nowa d o (o | 514 SN cia pic
1 0,6 113,5 >10
2 0,5 100,4 >10
3 0,5 0,6 112,2 >10
4 0,6 119,5 >10
5 0,6 123,8 >10
Trung binh (%) 113,9
CV (%) 7,8

Phan tich cac mau huyét twong trdng, mau huyét twong chiva chudn néi GLI va
chuén NIF ¢ néng dé chinh xéac khoang 0,5 ng/ml (mau LLOQ). Xac dinh néng dd NIF
c6 trong cac mau LLOQ tir dwdng chudn tién hanh lam song song trong cung diéu
kién.

Két qua thdm dinh cho thay: Gia tri S/N cua pic NIF trong cac mau LLOQ déu > 10;
ty lé (trung binh) néng dd NIF c6 trong mau xac dinh t&» dwéng chuan so véi ndng do ly
thuyét ndm trong khoang ttr 80 - 120%, dap (rng yéu cau gidi han dinh lwong dwéi cta
phwong phéap phan tich thubc trong dich sinh hoc.

4. b6 dung, do chinh xac cua phwong phap

Béng 5: Két qua thdm dinh dé dung, dd chinh x&c trong ngay.

- LLOQ (0,5 ng/ml) LQC (1,5 ng/ml) HQC (50,2 ng/ml) HQC (75,3 ng/ml)
Néng d6 | P6 diung | Néng do | P6 ding | Néng do | Pé dung | Néng dé | Po ding
(ng/m)® | ()® " | (ngimh)® | (%) | (ngm)® | (%)® " | (ngim)® | (%)

1 0,6 113,5 1,6 105,6 43,1 85,8 71,9 95,5
2 0,5 100,4 1,6 109,4 49,6 98,9 70,9 94,2
3 0,6 112,2 1,7 116,2 51,1 101,8 67,7 89,9
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4 0,6 119,5 16 108,5 50,0 99,5 70,9 94,2

5 0,6 123,8 1,6 106,6 48,4 96,5 71,2 94,6
Tb'%g 0,6 113,9 1,6 109,3 48,4 96,5 70,5 93,7
CV (%) 7.7 7.8 2.8 3,8 6,5 6,5 23 23

Béng 6: Két qua thAm dinh dé dung, d6 chinh xac khac ngay.

STT LLOQ (0,5 ng/ml) LQC (1,5 ng/ml) HQC (50,2 ng/ml) HQC (75,3 ng/ml)
Nongddo | Poding | Nongdo | Dodung | Nongdd | Poding | Nongdd | Do dung
ngmh)® | @ | egm)® | @ | egm)® | ©® | (gm)® | ()"

0,6 113,5 1,6 105,6 43,1 85,8 71,9 95,5
0,5 100,4 1,6 109,4 49,6 98,9 70,9 94,2
Ngay 1
0,6 112,2 1,7 116,2 51,1 101,8 67,7 89,9
0,6 119,5 1,6 108,5 50,0 99,5 70,9 94,2
0,6 123,8 1,6 106,6 48,4 96,5 71,2 94,6
0,5 97,7 1,6 106,6 46,9 93,4 74,8 99,3
0,5 100,2 1,5 100,2 48,1 95,8 70,7 93,9
Ngay 2
0,5 107,7 1,6 107,8 49,7 98,9 68,2 90,6
0,5 107,7 1,7 110,1 49,5 98,5 70,5 93,6
0,6 119,1 1,5 102,4 48,0 95,6 70,3 93,4
0,5 106,5 1,5 103,0 42,4 84,5 67,3 89,4
0,6 110,4 1,5 98,2 44,7 89,1 65,2 86,6
Ngay 3
0,5 108,9 1,4 96,4 43,1 85,8 62,4 82,8
0,4 83,4 1,4 91,5 44,2 88,1 63,7 84,7
0,5 101,8 1,4 94,0 39,9 79,4 65,2 86,6
Tb'%g 0,5 107,5 15 103,8 46,6 92,8 68,7 91,3
CV (%) 11,6 9,4 6,4 6,5 7.3 7.3 5,0 5,0

Tién hanh thdm dinh d6 dung, do chinh xac trong ngay va khac ngay trén 4 16 mau
thtr LLOQ, LQC, MQC va HQC chia NIF ¢6 néng dé lan luot twong &ng 1a 0,5; 1,5; 50;
75 ng/ml. Xac dinh ham lwong NIF trong mau bang phwong phap dwéng chuén va ty 18
% gitra ndng dé xac dinh dwoc tir dwdng chudn so véi ndng do ly thuyét.

Két qua thdm dinh cho thdy: O cac khoang ndng dd thap; trung binh va cao,
phwong phap c6 dé dung trung binh trong ngay dat tv 93,7 - 113,9%. Tuwong tw,
dd dang trung binh khac ngay dat tr 91,3 - 107,5%; d6 chinh xac trong ngay dat tw
2,3 - 7,8%, dd chinh xac khac ngay dat tir 5,0 - 11,6%; dap ng cac yéu cau vé do dung,
dd chinh xac (< 20% dbi véi mau LLOQ va < 15% dbi vai cac mau con lai) cha phuong
phép phan tich thudc trong dich sinh hoc theo huwéng dan cia US-FDA.
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5. Ty lé thu hoi
Béng 7: Két qua khao st ty Ié thu héi ctia NIF va GLI.
Ty 18 thu héi (%)
NIF GLI
LQC 104,7
MQC 99,0 104,3
HQC 106,6

X&c dinh ty 1& thu hdi NIF va GLI bang cach so sanh dién tich pic NIF va GLI trong
cac 16 mau qua chiét tach va khéng qua chiét tach (mau pha trong nén).

Két qua khao sat cho thay: Phwong phap xt ly mau cho hiéu suét chiét NIF, GLI cao va
on dinh (sai khac gitra cac ndng dd khéng qua 10%).

6. Xac dinh anh hwéng cua nén mau

Béng 8: Két qua danh gia sw anh huwéng cta nén mau.

STT MFnir MFaLi MFnir/MFaLi

LQC HQC LQC HQC LQC HQC

1 0,513 0,536 0,659 0,594 0,779 0,903

2 0,564 0,395 0,658 0,463 0,858 0,853

3 0,543 0,490 0,610 0,576 0,891 0,851

4 0,497 0,440 0,554 0,530 0,897 0,831

5 0,454 0,507 0,577 0,499 0,787 1,015

6 0,805 0,555 0,726 0,605 1,109 0,917
Trung binh 0,887 0,895

CV (%) 13,5 75

Chuén bj cac mau huyét twong trang c6 ngudn gbc khac nhau. Tién hanh x( ly theo
quy trinh thu dwoc cac dung dich nén mau. Chuén bi cac mau chuan & ndng dd LQC
va HQC trong cac dung dich nén mau twong (rng. Song song chuan bi cac mau chuan
& néng d6 LQC va HQC trong pha dong. Panh gia sy anh huéng cda nén mau qua ty
s6 MFye/MF,s. Trong d6, MFye, MF s duwoc xac dinh bang cach so sanh dién tich pic
cta NIF va IS cia cac mau pha trong nén mau so véi dién tich pic cta cac mau pha
trong pha dong.

Két qua khao séat cho thay: Khong cé su sai khac gitra cac nén mau khac nhau
(CV < 15%).
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7. Xac dinh dé nhiém chéo

Béng 9: Két qua danh gia do nhiém chéo.

STT Mau trang M&u LLOQ Ma&u trang/Trung binh LLOQ Két luan
NIF GLI NIF GLI NIF GLI
1 110 13 1374 10699 0,080 0,0012 Dat
2 165 42 1374 10536 0,119 0,0040 Pat
3 133 40 1377 10610 0,096 0,0038 Pat
4 153 35 1319 10526 0,111 0,0033 Dat
5 76 5 1461 10366 0,055 0,0005 Pat
6 108 0 0,078 0,0000 Pat
Trung binh 1381 10547

Tién hanh x&r ly mau theo phwong phap da xay dwng trén 6 mau huyét twong trang,
05 m&u chuan pha trong huyét twong & ndng d& LLOQ (0,5 ng/ml) va 06 m&u chuan
pha trong huyét twong & ndng d6 cao nhét cia dworng chuén (100 ng/ml). Tiém sac ky
cac méau trdng sau mdi mau ULOQ.

Két qua thwc nghiém cho thay: Tai thoi diém trung véi thoi gian lwu cta NIF dap
(ng cha cac mau trang déu < 20% dap wng LLOQ va tai thdi diém trung vai thoi gian
lwu cda IS dap rng cla cac mau trdng déu < 5% dap wng LLOQ. Nhw vay, phwong
phap phan tich dap ng yéu cau vé dé nhiém chéo ctia mét phwong phap phan tich

thudc trong dich sinh hoc.

8. Do 6n dinh cua hoat chét trong huyét twong
Béng 10: Két qua danh gia dé 6n dinh cta NIF trong huyét twong.

f i x Nong d6 ly thuyét | Noéng do6 sau bao Ty lé sai
B% on dinh Mau (ng/ml) quan (ng/ml; n=3) | khac (%)
LQC 1,5 1,66 10,7
3 chu ky dong - ra déng
HQC 75,3 64,0 -15,0
D6 &n dinh thoi gian ngén LQC 1,5 1,54 2,6
(5 gio; nhiét d6 phong) HQC 75,3 64,0 15,0
Do 6n dinh trong autosampler LQC 1,5 1,63 8,7
(24 gio/4°C) HQC 75,3 68,98 -8,4
D6 4n dinh dai ngay LQC 1,5 1,57 4,8
(-60°C +-5°C, 45 ngay) HQC 75,3 68,37 -9,2

Tién hanh nghién ctu d 6n dinh cta NIF trong huyét twong trén cac 16 mau LQC
va HQC. banh gia dé 6n dinh cta NIF trong huyét twong bang cach so sanh néng do
NIF ¢6 trong cac mau dwoc bdo quan so véi ndng do ly thuyét.
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Két qua nghién ctru cho thay: Néng do
NIF trong cac mau LQC va HQC bao
quan sau 3 chu ky dong - ra dong, sau 5
gi& bao quan & nhiét dd phong, sau 24
gid bao quan trong autosampler, sau 45
ngay bdo quan & nhiét d6 -60 + 5°C so
v6i ndng do ly thuyét khac nhau khéng
qua 15%. Do vay, NIF én dinh trong mau
huyét twong sau khi bdo quan trong cac
diéu kién nhw trén.

KET LUAN

ba xay dwng dwgc phuong phap dinh
lwong NIF trong huyét twong chd béng
phuwong phap UPLC MS/MS véi gia tri
gi¢i han dinh lwgng dwéi la 0,5 ng/ml,
khoang tuyén tinh réng, d6 ding cao, do
lap lai v&i gia tri CV < 15%, phwong phap
x& ly mau nhanh, don gian. Phwong phap
phan tich c6 thé (ng dung trong céac
nghién ctru sinh kha dung ché pham
thudc chra NIF.
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