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SUMMARY

An LC-MS/MS method for determination of mesalamine in dog plasma was developed and
validated. For injection samples, the tested plasma samples were cleared of protein by precipitation
with methanol. The analyte was then determined by high-performance liquid chromatography
(HPLC) with: Column - C6 column; Mobile phase - a mixture of methanolic solution of 0.1 % formic
acid (solution A) and an aqueous one of 0.1 % formic acid (solution B); Flow rate - 1 ml/min; Mass
spectrometric detection - a mass spectrometer equipped with an electrospray source interface in
positive ionization mode with diazepam as internal standard. The quantitation was performed by
selected reaction monitoring of precursor-product ion transition at m/z 153.9 ->m/z 108.05 for
mesalamine and m/z 285.9 -> m/z 193.15 for diazepam. The linear calibration curve of mesalamine
was obtained at the concentration range of 50 — 30000 ng/ml. Practical application tests showed
the proposed method desirably sensitive and quite useful for study of mesalamine

pharmacokinetics in healthy dogs after oral administration.
Tir khoa: Mesalamin, LC-MS/MS, huyét tuong ché.

Dat vén deé

Mesalamin la mét thuéc khang viém
aminosalicylat [1], dugc chi dinh diéu tri cac
bénh dudng rudt nhu viém dai trang [2].
Mesalamin c6 dac tinh phan cuyc va luéng
tinh, do dé viéc chiét xuat mesalamin tir huyét
tuong va phan tich sac ky kha phuc tap. Nhiéu
phuang phap da dugc st dung dé dinh lugng
mesalamin trong huyét tuong nhu phuong
phap sac ky ldng hiéu nang cao (HPLC) véi
detector UV [4], HPLC vd&i detector huynh
quang [3] va HPLC vdi detector dién hoa [8].
Tuy nhién, hau hét cac phuong phap nay co6
budc tao dan xuat, do dé qua trinh chuén bi
mau kha phuc tap va ton thai gian. Vi vay dé
lam ca s& cho viéc danh gid sinh kha dung ctia
cac ché phdm chira mesalamin thuan tién,

nghién ctu dugc thuc hién véi muc tiéu: Xay
dung dugc phuong phap dinh lugng
mesalamin trong huyét tuong cho bang sac
ky 16ng khéi phé.

Nguyén liéu, thiét bi va phuong pheap
nghién cou

Nguyén liéu: Chuan mesalamin (MES) (16
RO01TO; ham lugng nguyén trang 99,90 %;
xuadt xi USP), chuan diazepam (IS) (16
QT181020213; ham lugng nguyén trang 99,49
%; xuat x(r Vién ki€ém nghiém thuéc trung
uong), mau mau ché uéng thuéc chua
mesalamin, cac dung méi dat tiéu chuan tinh
khiét dung cho sac ky. Huyét tuong trang cla
choé khong chia mesalamin.

Thiét bi: May HPLC cuia Shimadzu (Nhat),
Mday LC-MS/MS model LCMS-8040 cla

15



Nghién ctiu Dugc & Thong tin thudc 2022, Tap 13,56 3, trang 15-20

Shimadzu (Nhat), can phan tich AND (Nhat),
may ly tdm Hermle (Dic), may lac xody Labnet
(My), tu lanh am sau Panasonic (Nhat). Cac
thiét bi dugc hiéu chuan theo quy dinh.

Phuong phap nghién cov

Tham khao ti tai liéu [6] va cac két qua
thuc nghiém, diéu kién sac ky va phuong
phap x ly mau dugc xac dinh nhu sau:

Diéu kién sdc ky: Cot: ES industries
spherisep C6 (150mm x 4,6mm x 5um). Pha
dong: dung dich A: Acid formic 0,1 % trong
methanol; dung dich B: acid formic 0,1 %
trong nuéc. Téc dé dong: 1 ml/phat. Detector:
LCMS-8040. Thé tich tiém: 5 pl. Nhiét dé
autosampler: 4 °C.

Badng 1: Chuong trinh chay gradient dung méi

pha déng
Thai gian (phut) Dung dich A (%) Dung dich B (%)

0 10 90

2,5 20 80

5.0 90 10

8,5 90 10

8,6 10 90
12,0 10 90

Diéu kién khéi phé: Ki€u khéi phé MS/MS,
ché d6 ion hoa ESI (+) véi ché dé ghi phé
MRM. Nhiét d6 heatblock: 320 °C. Nhiét d6
héa hoi dung moi: 250 °C. Khi phun suong:
nitrogen, toc d6 dong 3 L/ phat. Khi lam kho:
nitrogen, téc d6 dong 15 L/ phut. m/zion ban
dau 153,9 —> m/z ion tao thanh 108,05 (ion
con dinh lugng) va 80 (ion con dinh tinh) déi
v@i mesalamin. m/zion ban dau 284,9 —> m/z
ion tao thanh 193,15 (ion con dinh lugng) va
222 (ion con dinh tinh) d6i véi diazepam.

Chudn bi mau tham dinh

Dung dich chudn dugc chuan bi bang céach
hoa tan chat chuan mesalamin trong methanol
- nudc (50:50) dugc dung dich chuan goéc cé
néng do 1 mg/ml. Pha loang dung dich chuan
g6c bang huyét tuong trang & ti lé thich hop
dugc day dung dich chuan lam viéc c6 néng do
50 - 30000 ng/ml. Mau kiém ching QC dugc
chuan bi riéng bang cach pha loang dung dich
chuan géc bang huyét tuong trang & ti 1é thich
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hop dugc mau LQC, MQC va HQC c¢6 ndéng do
tuong Ung 150, 2000 va 24000 ng/ml. Dung dich
chuan ndi géc néng dod 70 pug/ml dugc pha bang
cach hoa tan chuan néi diazepam trong methanol
—nudc (50:50), sau d6 pha loang dung dich
chuan néi géc bang methanol - nudc (50:50)
duoc chuan ndi lam viéc c6 néng dé 700 ng/ml.

Chudn bi mau huyét tuong ché: Ldy mau &
tinh mach chan cho, méi lan 2 ml & cac thoi
diém khac nhau dé dinh lugng nong do
mesalamin trong mau. Mau sau khi lay cho vao
ong chiia chat chong dong Na:EDTA, Iat ngugc
ong 3 - 4 lan ngay sau khi cho mau vao. Mau
mau sé dugc ly tam véi téc d6 5000 vong/phut
trong 15 phut dé tach huyét tuong. Hut 16p
huyét tuong sau ly tdm cho vao 6ng va bao
quan & nhiét d6 -25 °C. Mau huyét tuong duoc
ra dong & nhiét d6 phong trudc khi st dung.
Hut 50 pl huyét tuong, thém 50 pl chuan ndiva
50 pl methanol - H20 (50:50), 1ac xody 30 giay,
sau d6 thém 200 pl methanol dé két tua
protein. Hon hop dugc lac xody trong 1 phdt.
Ly tam & t6c d6 5000 vong/phut trong 15 phdt,
lay dich néi & trén dé phan tich.

Phuong phdp thdm dinh: Phuang phap
LC-MS/MS dugc tham dinh theo US-FDA

Pinh luong mesalamin trong huyét tuong:
Cho ché thi nghiém uéng pellet nhan va tién
hanh ldy mau. Sau 1 tuan, ché da uéng pellet
nhan dugc uéng pellet gidi phéng tai dai trang
(GPTDT) véi cong thiic mang bao toi uu chia
khoang 500 mg mesalamin [7]. Mau mau dugc
ldy & cac thai diém 0,1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10,
12,15, 17 va 24 gi¢ dé dinh lugng mesalamin.

Két qua nghién cou va ban luéan

Do dac hiéu — chon loc clia phuong phap

Phan tich sac ky 6 mau huyét tuong trang
c6 nguodn goc khac nhau va mau huyét tuong
trang c6 pha chuan MES & néng dé LLOQ (50
ng/ml) véi chuan néi IS.

Dap Uing clia mau trang tai thoi diém trung
vGi thai gian luu clla mesalamin (2,3 phut) bang
7,81 % dap ting clla mesalamin 3 néng d6 LLOQ
(yéu cau < 20 %) va dap Ung clla mau trang tai
thai diém trung véi thdi gian luu clia diazepam
(8,1 phut) bang 1,31 % dap Ung cla diazepam
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MS Chiomatogam

MS Chromatogram
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Hinh 1. (a) sdc ky d6 méu huyét tuong trdng; (b) sdc ky d6 méu huyét tuong trdng cé pha chudn
MES & néng dé LLOQ (50 ng/ml) va IS; (c) sdc ky @6 chudn MES néng dé LLOQ (50 ng/ml)
va IS pha trong methanol - nuéc (50:50)

(yéu cau < 5 %), do dé phuang phap dac hiéu
va chon loc theo huéng dan US-FDA.

Pudng chudn va khodng tuyén tinh

Khao sat khoang néong dé tur 50 - 30000
ng/ml v&i 8 mau chuan. Phan tich theo quy
trinh da xay dung, méi néng do phan tich 5
lan. Xac dinh su tuong quan gilra néng do
MES (x) c6 trong mau va ty |é dién tich pic
MES/IS (y) bang phuong phap hoi quy tuyén
tinh, stt dung hé s6 ty trong (1/x2).
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Hinh 2. Bé thi biéu dién méi quan hé gita ty lé
dién tich pic MES/IS véi néng d6 MES trong
huyét tuong (ng/ml)

Bang 2. Két qua khao sdt dudng chudn véi hé
s6 weighting 1/x2

cc D6 dung 50 véi ndng do ly thuyét (%)

CC1 CC2 CC3 CC4 CC5
st | 1018 102,2 102,0 1014 100,1
S2 98,4 97,6 97,6 99,0 100,7
3 | o3s 945 94,8 93,2 94,1
S4 104,6 104,3 104,6 105,6 109,3
S5 94,8 92,7 95,2 98,1 95,2
6 | o998 1015 97,5 98,0 1014
S7 103,6 103,1 106,0 104,9 103,6
S8 103,1 1041 102,3 99,8 95,6

Trong khoang néng dé 50 - 30000 ng/ml

c6 su tuong quan tuyén tinh gitra ty 1 dién
tich pic MES/IS va nébng do MES véi hé so
tuong quan xap xi bang 1. Néng do MES xac
dinh tir dudng chuén so véi néng dé ly thuyét
déu nam trong gidi han cho phép 85 -115 %
theo huéng dan ctia US-FDA.

Gi6i han dinh luong dudi (LLOQ) cua
phuong phdp

Phan tich cac mau huyét tuang trdng, mau
huyét tuong chiia chudn noi diazepam va
chudn mesalamin & nong dé khoang 50
ng/ml. Xac dinh néng d6 mesalamin cé trong
cac mau LLOQ tir dudng chuan tién hanh lam
song song trong cung diéu kién.

Két qua cho thay gidi han dinh lugng dudi
(LLOQ) dap tng yéu cau US-FDA do tai cing
thai gian luu, dap Ung ctia mau chuén I6n hon
dap ung clia mau huyét tuong trang > 5 lan;
doé dung trong khodng 80% — 120% so Vi
néng do thuc.

D¢ ding, d6 chinh xdc ciia phuong phdp

Khdo sat d6 dung, d6 chinh xac trong ngay
va khac ngay trén mau chira mesalamin &
néng d6 LLOQ (50 ng/ml), thap (LQC) (150
ng/ml), trung binh (MQC) (2000 ng/ml) va cao
(HQC) (24000 ng/ml).

G cac néng do trén, do dung trung binh
trong ngay 1 tU 94,5 - 106,3 % va khac ngay
tur 97,8 - 104,3 %, dat yéu cau 85 - 115 %.
Ngoai ra, do chinh xac trung binh trong ngay
11a2,3-5,9% vakhacngayla3,4-6,3 %, dap
Uing cac yéu cau ctia US-FDA vé d6 dang, do
chinh xac < 20 % d6i véi mau LLOQ va < 15 %
doi véi cac mau con lai.

Ty Ié thu héi cia phuong phdp
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Bdng 3. Két qua xdc dinh gidi han dinh lugng duéi (LLOQ)

M@u trdng Méu chudn (50ng/mL)
STT Néng dé tim o s Dap Ung cha
MES | IS MES s iy Do g/“"g méuLL00/ mau | 22V
(ng/ml) 0 tréng (S/N) Khong
1 774 | 2867 | 10745 220023 52,4 104,7 12,3 Dat
2 1006 | 3260 | 11524 211856 57,1 114,0 13,2 Pat
3 796 | 2034 | 10897 210804 54,8 109,5 12,5 Pat
4 874 | 3418 | 12045 213609 58,8 17,4 13,8 Pat
5 825 2393 | 10547 219141 51,8 103,5 12,1 Dat
6 974 | 2859 | 11415 210955 56,9 1135 13,0 Dat
B 875 2805 | 11196 214398 55,3 1104 12,8 Dat
CV (%) 5,0 50 50
(a): tinh tor phuong trinh héi quy (b): % so véi néng dé thuc
Bdng 4: Két qua khao sdt d ding, do Idp lai trong ngay va khdc ngay
Ngay Do ding @ (%)
LLOQ (= 50 ng/ml) LQC (=150 ng/ml) | MQC (= 2000 ng/ml) HQC (= 24000 ng/ml)
1 Min 103,2 91,5 90,8 97,9
Max 110,0 98,2 105,3 103,1
B 106,3 94,5 96,4 101,1
CV (%) 23 2,5 59 23
2 Min 95,8 98,3 9,6 93,9
Max 112,0 106,6 1109 104,2
B 103,9 102,2 106,8 98,1
CV (%) 55 3,1 49 38
3 Min 95,8 91,6 96,2 95,7
Max 107,0 103,9 106,9 106,0
B 102,8 96,7 101,4 99,8
CV (%) 46 55 37 39
Min 95,8 91,5 90,8 93,9
Max 112,0 106,6 1109 106,0
B 104,3 97,8 101,5 99,7
CV (%) 43 5,0 63 34

Ty lé thu hoi dugc xac dinh bang cach so
sanh dién tich pic MES va IS trong cac 16 mau
qua chiét tach va khong qua chiét tach (mau
pha trong methanol — nuéc (50:50)).

Phuong phap x ly mau cho hiéu xuat
chiét mesalamin, diazepam cao, 6n dinh (sai
khac gilta cac néng dé khéng qua 10 %) dap
(ing yéu cau US-FDA.

Xdc dinh dnh huéng cia nén mau

Chuén bi cac mau huyét tuong trdng co
ngudn goc khac nhau. Chudn bi cadc mau
chuén & néng d6 LQC, HQC trong céac dung
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dich nén mau tuang tng. Song song chuan bi
cac mau chudn & nong dé LQC, HQC trong
pha dong. Panh gia su anh huéng ctia nén
mau qua ty sé& MFMES/MFIS. Trong do,
MFMES, MFIS dugc xac dinh bang cach so
sanh dién tich pic ctia MES va IS clia cdc mau
pha trong nén mau so vdi dién tich pic clia cac
mau pha trong pha déng.

Khong cé su sai khac gitta cac nén mau
khac nhau (CV < 15 %), dat yéu cau US-FDA.

D6 on dinh cia hoat chdt trong huyét
tuong
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Bdng 5. Két qua khado sdt ty Ié thu hoi cia mesalamin va IS

Dap ung MES Pap ung IS
STT LQC (= 150 ng/mL) | MQC (= 2000 ng/mL) HQC (= 24000 ng/mL)
Huyét Dung Huyét Dung . . Huyét -
tuong méi tuiong moi Huyéttuong | Dung méi tuong Dung méi
Min 30649 33143 48287 53848 7452784 7940678 210154 240472
Max 34522 34429 53069 57504 7938438 8069992 230833 258610
TB 32313 33912 50498 55693 7769324 8013830 221295 249875
CV (%) 50 13 4,2 28 3,0 0,6 33 2,6
Ty léthu
héi (%) 95,3 90,7 96,9 88,6

Bang 7. Két qua ddnh gid dé én dinh cda mesalamin trong huyét tuong

Do 6n dinh Mau Nong(:’:/rza:)n dau Non?an_;rsna:;unbjc;)quan Ty Ie(sozl)khac

3 chu ky déng - ra déng LQC 154,5 166,0 74

HQC 24273,5 25532,8 52
D6 6n dinh thai gian ngén (5 gid, LQC 154,5 152,9 -1,1
nhiét d6 phong) HQC 24273,5 24423,1 0,6
D6 6n dinh trong autosampler (24 LQC 154,5 162,7 53
gio/4°C) HQC 24273,5 25866,3 6,6
D6 6n dinh dai ngay LQC 154,5 152,8 -1,1
(-25 £ 5°C, 30 ngay) HQC 24273,5 25976,8 7,0

Bdng 6. Két qua ddnh gid sy anh huéng cda

nén mdau
MFues MFis MFwmes/MFis

LQC HQC LQC HQC LQC HQC
Min 0,94 0,92 0,82 0,84 1,03 1,01
Max 1,02 0,99 0,93 0,92 1,23 117
B 0,98 0,97 0,87 0,90 1,12 1,08
cv
(%) 33 3,0 55 34 6,9 4,7

Nong dé mesalamin trong cac mau LQC va
HQC bdo quan sau 3 chu ky déng - ra déng,
sau 5 gid bado quan & nhiét d6 phong, sau 24
gid bdo quan trong autosampler va sau 30
ngay bdo quan & nhiét d6 -25 £ 5 °C so vdi
nong dé ban dau khac nhau < 15 %. Do vay,
mesalamin 6n dinh trong mau huyét tuong &
cac diéu kién trén, dap Uing yéu cau US-FDA.

Pinh luong mesalamin trong huyét tuong
cho

Néng d6 mesalamin trong huyét tuong
cla 5 cho sau khi uéng thuéc nhu hinh 3.

Két qua cho thay, nong doé mesalamin

trong huyét tuong dat I6n nhat tai thoi diém
2 gid, sau dé giam dan dén 24 gio vai pellet
nhan. Véi pellet GPTDT, ndbng d6 mesalamin
trong 4 gid dau rat thap. Tai thoi diém 9 gig,
néng dé mesalamin trong mau dat toi da, tuy
nhién nong d6 t6i da cla pellet GPTDT thap
hon rat nhiéu so véi ndng do téi da khi uong
pellet nhan. Diéu nay ching to pellet GPTDT
it gidi phong mesalamin & doan dau cla
dudng tiéu hoéa.

Ban luén

Phuaong phap dinh lugng mesalamin trong
huyét tuong ché bang sac ky 16ng khéi phé
dugc tham dinh theo huéng dan ctia US-FDA
gém cac chi tiéu: d6 dac hiéu - chon loc, gidi
han dinh lugng, d6 dung, d6 chinh xac, dudng
chuén va khoang tuyén tinh, ty lé thu hoi hoat
chat, anh huéng clia nén mau va dé én dinh
clia mesalamin trong huyét tuong. Két qua
cho thay phuong phéap c6 gidi han dinh lugng
LLOQ thap (50 ng/ml), khoang tuyén tinh
rong tur 50 - 30000 ng/ml, d6 dung cao, do lap
lai véi gia tri CV nhé, phuong phép xt ly mau
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Hinh 3. Néng dé mesalamin trong huyét tuong
khi cho ch6 uéng pellet nhén va pellet gidi phéng
tai dai trang chuia 500 mg mesalamin (n=>5)
nhanh, don gidn. Phuong phap LC-MS/MS da
khac phuc dugc cac han ché cla cac nghién
ctu dinh lugng mesalamin trong dich sinh

N

cliu clia Gu G-Z va cdng su vdi yéu cau thé tich
mau Ién (= 100uL) va nghién ctu clia Pastorini
E va cong su cé anh hudng clia nén mau > 30
% [5], [9]. Ngoai ra, phuang phap phan tich c6
thé dugc iing dung trong cac nghién ctiu sinh
kha dung va tuang duong sinh hoc cac ché
pham chira mesalamin nhu pellet mesalamin
GPTDT.

Két luéan

Pa xay dung dugc phuong phap dinh
lugng mesalamin trong mau ché bang
phuong phap sac ky 16ng khéi phd. Phuong
phap phan tich dé thuc hién, c6 d6 chinh xac
cao va giéi han dinh lugng LLOQ thap.
Phuong phap nay da dugc ap dung thanh
coéng dé dinh luong néng d6 mesalamin

hoc bdng LC-MS/MS trudc day nhu nghién  tyong huyét tuong ché.
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