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GIOI THIEU LUAN AN
1. Ly do va tinh cAp thiét

Ngay nay, cuing v6i su phat trién manh mé cta nganh cong
nghiép dugc trén thé gidi, nganh dugc Viét Nam cling da phat
trién va khrfmg dinh duoc vi thé ciia minh. Trén ca nudc, véi hon
280 nha may san xuét dugc phém dat GMP-WHO; GMP-EU..,
san xuét cac thanh pham, da phan 1a thudc generic.

Trong cc nhom thude diéu tri bénh gt mén tinh hay ting
acid uric huyét, allopurinol da dugc B6 Y té dwa vao danh muc
thudc thiét yéu nam 2018 va dugc chi dinh thuong quy trong diéu
tri bénh git va tang uric huyét thir phat do hoa tri bénh bach cau
hay ung thu. Trong qua trinh tong hop, san xuét, bao quan,
allopurinol van con ton tai hodc phat sinh cac tap chét lién quan
c¢6 kha niang gay doc tinh hodc dot bién gen, anh huong khong
nho dén hiéu qua diéu tri 1am sang va dic tinh an toan cua thude
d6i voi bénh nhan. Cac nghién ctru da cho thiy tap A va tap D
ctia allopurinol 14 san pham trung gian trong qua trinh tong hop.
Tap A va tap B ciing 1a san phdm phan huy cta allopurinol khi
gap tac nhan kiém hoa. Tap C, E, F 1a cac san phﬁm phu duoc tao
thanh tir san phidm trung gian trong qua trinh tong hop
allopurinol. Cac tap A, B, C, D, E, F da dugc chiing minh c6 kha
nang gay doc tinh trén da va gy hoi chirng Steven Johnson do
tac dung 1én gen HLA-B*5801, trong d6 tap F allopurinol nim
trong nhém 11T cAu trac kha ning gdy dot bién gen va ung thu.
Hién nhiéu chuyén luédn cua hau hét duge dién cac nude tham
chiéu nhu USP-NF 2023; BP 2023; EP 11.2 va DDVN V, kiém
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tra tap chat lién quan 13 mot tiéu chuin bat budc trong kiém
nghiém nguyén lidu va thanh pham allopurinol.

Trong khi d6, cac chuan tap ndy dang duoc ban véi gia rat
dat, phai nhap khau tir nwéc ngoai véi gia ban trung binh mdi tap
1a 2500 USD/100 mg (USP standard 2023) va mot so tap lai
khong sin c6 nhu tap F. Vi thé gay khong it kho khan cho cong
tac kiém nghiém nguyén liéu va ché phdm chira allopurinol. Trén
thé gi6i hién chua co cong trinh nghién ciru nao céng bd vé thiét
1ap chat chuén tap, ciing nhu quy trinh dinh lugng dong thoi cac
tap chat lién quan trong thanh pham bang cac k¥ thuat phén tich
hién dai nhu sic ky 1ong ghép dau do khdi pho 2 1an. Cho dén
nay chua co nghién ciru nio trong nudc cong bd quy trinh tong
hop céc tap lién quan allopurinol.

2. Muc tiéu nghién ciru

Pé tai: “Tong hop va thiét 1ap tap chét ddi chiéu Allopurinol
st dung trong kiém nghiém” dugc thyc hién véi 3 muc tiéu chinh.

Muc tiéu cua dé tai la:

1. Tong hop 6 tap chét lién quan cua allopurinol A, B, C, D, E, F
0 quy mo6 phong thi nghiém.

2. Xay dyng tiéu chuan va thiét lap cac tap chét ddi chiéu cua
allopurinol A, B, C, D, E, F dat yéu cau chét ddi chiéu quéc gia.
3. Xay dung, tham dinh va tmg dung quy trinh dinh lugng dong
thoi 6 tap A, B, C, D, E, F ctia allopurinol bang phuong phép LC-
MS/MS.

3. P6i twong va phwong phap nghién ciru

- Béi twong: tap A, B, C, D, E, F cua allopurinol.
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- Phuong phap: Tong hop céc tap A, B, C, D, E, F cua allopurinol
bang phan tng hoa hoc & quy mé phong thi nghiém. Xac dinh
cdu tric bang phuwong phap phd nghiém UV-Vis; IR; HRMS;
NMR. Thiét 1ap chat ddi chiéu san pham tong hop ¢ 3 phong thi
nghiém dat GLP hoic ISO 17025, xac dinh gia tri cong bd. Ung
dung LC-MS/MS dinh lugng déng thoi 6 tap A, B, C, D, E, F cta
allopurinol trong nguyén li¢u, thanh pham trén thi truong.

4. Nhitng dong goép moi cia luan an

- Lan dau xdy dung quy trinh tong hop thanh cong tap E
allopurinol tir nguyén li¢u 1a tap D allopurinol va acid formic.
Cai tién trong quy trinh tong hop tap A allopurinol dang mudi
hemisulfat va quy trinh tong hop tap B va C st dung nguyén liéu
1a tap A allopurinol hemisulfat do tinh khiét cao so véi cac cong
trinh nghién ctru trudce vé diéu kién phan tng don gian, hiéu suat
va d6 tinh khiét san pham cao.

- Lan dau thiét lap 6 tap chat dbi chiéu A, B, C, D, E, F cua
allopurinol dat chuan qudc gia. Lan du xay dung duoc quy trinh
dinh lwong ddng thoi 6 tap A, B, C, D, E, F bang LC-MS/MS
theo huéng dan ICH cé y nghia trong nghién ctru phan tich tap
chit lién quan & Viét Nam va trén thé gioi.

5. B6 cuc ciia ludn an

Luéan 4an gom 150 trang, cac noi dung tuong tng véi s6 trang nhur
sau: Mo dau 2; Tong quan: 38; Ddi twong — phuong phap: 23;
Két qua: 45; Ban luan: 40; Két luan — Kién nghi: 2. Luan 4n c6
48 bang biéu; 27 Hinh minh hoa; 39 so dd; 127 tai liéu (tai liéu
tiéng viét; tiéng anh; trang wep); 5 B6 phu luc (150 trang).
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NOI DUNG LUAN AN
Chuwong 1: Tong quan tai li¢u
1.1. Téng quan vé allopurinol va ngudn gdc hinh thanh céc tap
lién quan A, B, C, D, E, F. Céc cong trinh nghién ctru lién quan
dén tong hop cac tap allopurinol.
1.2. Kiém nghiém tap chat lién quan ctia allopurinol theo Duoc
dién Viét Nam V va cc duoc dién tham chiéu: BP 2023; EP 11.2;
USP-NF 2023.
1.3. Mot s phuong phép xéac dinh do tinh khiét.
Phuong phap sic ky 16p mong, phuong phéap nhiét vi sai DSC,
phuong phap nhiét nong chay, phuong phap HPLC-DAD.
1.4. Chat ddi chiéu: Khai niém va quy trinh thiét lap.
1.5. Téng quan vé tham dinh quy trinh theo ICH Q2(R2) va
phuong phap LC-MS/MS trong dinh lugng tap chit lién quan.
Chwong 2: Poi twgng va phwong phap nghién ciru
2.1. Thiét ké nghién ciru
Trinh ty n6i dung nghién ctru duoc trinh bay theo cac budc: Tong
hop 6 tap chat lién quan A, B, C, D, E, F cua allopurinol — Xac
dinh ciu tric san pham tong hop bang phd nghiém UV-Vis; IR;
HRMS: NMR c¢6 so chudn— Khao sat diéu kién tang hiéu sut
va do tinh khiét tap tong hop — thiét 1ap chat ddi chiéu 6 tap
allopurinol — Xay dung tham dinh va g dung dinh lugng dong
thoi 6 tap allopurinol bang LC-MS/MS.
2.2. Béi tuong nghién ctru
GoOm 6 tap chit lién quan A, B, C, D, E, F cua allopurinol.

2.3. Thoi gian va dia diém nghién ciru



5

Thoi gian: Tir Thang 5/2017 dén Théang 5/2023.

Dja diém: Bo mdn Hda phan tich — Kiém nghiém Pai hoc Y
Duoc Can Tho; Vién Kiém nghiém thuéc TP.HCM

2.4. C& mau cua nghién ciru

-Tap A, B, C, D, E, F dugc tong hop téi thiéu 200 lo; mdi lo
10mg. Nguyén liéu hoat chat allopurinol 2000g duoc cung cap tir
Honor Bio — Pharm (Trung Quéc) va nguyén lidu hda chat co ban
trong tong hop va phan tich.

2.5. Xéc dinh cac bién s6 doc lap va bién phuy thudc

2.6. Phuong phap va cong cu do ludng thu thap sd liéu

- Phuong phép tong hop hoa hoc bao gdm tong hop tir cac nguyén
lidu hodc phan huy trong cac diéu kién ty 1é mol tham gia phan
ung, nhiét d6 va thoi gian phan ung.

- Phuong phép phd nghiém xac dinh ciu tric bang UV-Vis; IR;
HRMS; NMR.

- Phuong phép phan tich xac dinh do tinh khiét va dinh luong
bang ky thuat hién dai HPLC — DAD; LC-MS/MS.

2.7. Quy trinh thu thap va cach phan tich sé liéu

Téng hop 6 tap A, B, C, D, E, F cua allopurinol

- Tong hop tap A tir phan hiy allopurinol véi cac tac nhan kiém
hoéa NH;: NaHCOs; NaOH.

- Téng hop tap B tir tap A allopurinol hemisulfat va acid formic.
- Tong hop tap C tir tap A allopurinol hemisulfat va hydrazin
hydrat 80%.

- Toéng hop tap D tir ethyl (ethoxymethylen) cyanoacetat va
hydrazin hydrat.
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- Téng hop tap E theo 2 phuwong phép.

Phuong phap 1: phan Ging tap D allopurinol va triethyorthoformat
Phuong phéap 2: phan ung tap D allopurinol va acid formic.

- Téng hop tap F theo 2 phuong phap

Phuong phap 1: phan tng ethyl (ethoxymethylen) cyanoacetate,
triethyl orthoformat va ethyl 2-cyanoacetat.

Phuong phap 2: phan ung ethyl (ethoxymethylen) cyanoacetat va
hydrazin hydrat 50%.

- Xac dinh céu triic san pham tong hop bang UV-Vis; IR; HRMS;
NMR so v6i chuan. Céi tién quy trinh tong hop: khao sat ty 1¢
mol; nhiét do phan ung, thoi gian phan ung, phuong phap két
tinh, loai tap dé co hiéu suat va do tinh khiét cao nhat.

- Thiét 1ap chat d6i chiéu tap chét lién quan allopurinol.

- Xay dung, tham dinh va tng dung quy trinh dinh lugng dong
thoi 6 tap chat lién quan A, B, C, D, E, F trong mot s6 nguyén
lidu va thanh pham allopurinol c6 trén thi truong bang phuong
phap LC-MS/MS.

Chuong 3. Két qua nghién ciru

3.1. Tong hop va tinh ché tap chit lién quan ciia allopurinol
Quy trinh téng hep tap A allopurinol hemisulfat

Hoa tan 2,0 g allopurinol (14,7 mmol) vao 50 ml dung dich
NaOH 1 M (50 mmol). Pun hdi lvu dung dich & nhiét 6 180 °C
trong 5 gio. Bé nguoi, sau d6 diéu chinh pH ciia dung dich dén
gia tri pH = 5 bang dung dich H,S0, 10%, loc lay dich. Tiép tuc
diéu chinh pH dich loc thu dugc dén gia tri pH = 1,5 bang dung
dich H2S04 10%. Dé dung dich qua dém & nhiét ¢ phong, loc
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can than dé thu Iy tua. Rura tia bang nudc cat lanh (3 ml/lan x 3
lan). Sdy ¢ 60 °C dé thu liy san pham. Tinh ché, loai tap: cho san
pham tong hop vao céc c6 mod 100 ml, thém khoang 80 ml hdn
hop ethanol 96° — nudc (4:1) da lam lanh, khuay déu hdn hop
khoang 3 phit, sau d6 loc qua gidy loc thu lay san pham. Sy san
pham & 60 °C dén khéi lwong khong dbi. Hiéu suét toan bo quy
trinh sau tinh ché: 48,8%.

Quy trinh téng hop tap B allopurinol

Can 2,5 g tap A allopurinol hemisulfat (14,27 mmol) cho vao 20
ml formamid (= 0,5 mol), thém tiép vao 0,2 ml acid formic, dun
hoi Iuu trong 2 gio. Sau khi két thuc phan mg, cho san pham
téng hop vao 30 ml nudc cat khudy déu, loc ldy tua. Rira tua
bang nudc cit lanh (3 ml/lan x 3 1an). Say ¢ 60°C dé thu lay san
pham. Tinh ché, loai tap: cho san phim vao cbc c6 mé 50 ml,
thém vao khoang 25 ml hdn hop ethanol 96°— nudc (4:1) da lam
lanh, khudy déu hdn hop khoang 3 phut, loc qua gidy loc thu liy
san pham. Say san pham & 60 °C dén khi lugng khong doi. Hiéu
sut toan bo quy trinh sau tinh ché: 69,35%.

Quy trinh téng hop tap C allopurinol

Cho khoang 6,0 ml hydrazin hydrat 80% (=0,15 mol) vao binh
cau 2 c¢b. Hut chinh xac khoang 11,5 ml acid formic (= 0,30 mol)
vao binh cau, lic déu, dun hoan luu trong 30 phuat. Cho tir tir 1,75
g nguyén lidu tap A allopurinol hemisulfat (= 0,01 mol), khudy
déu cho dén khi tan hoan toan. Pun héi lwu (= 95 °C) trong 5 gid.
pé ngudi, dung methanol loai tda vo co 14an dau. Dich loc tiép tuc

dugc ¢b quay & ap sudt 160-180 mBar & 65 °C dé loai nuée va
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methanol. Thu san phém, s?iy & 60 °C. Tinh ché, loai tap: cho san
phérn vao cbe ¢6 mo 50 ml, hoa tan véi lugng vira ¢4 methanol,
tiép tuc loc loai tia vo co, cd quay ¢ nhiét do 40 °C loai bé dung
mdi methanol, két tinh lai ta, rira nhanh tua v6i nude cét lanh;
san pham sdy ¢ 60 °C dén khdi lugng khong doi. Hiéu suét toan
bd quy trinh sau tinh ché: 68,73%.

Quy trinh tong hep tap D allopurinol

Lay 1,70 g ethyl (ethoxymethylen)cyanoacetat (0,01 mol), thém
vao 40 ml ethanol. Lic déu cho tan, thém vao 1,2 ml hydrazin
hydrat 80% (0,02 mol). Pun hdi luu trong 3 gio. CO quay dich
sau phan tng cho hét dung méi. Thu san pham va siy & 60 °C.
Cho san pham vao cc c6 mé 50 ml, hoa tan bang 40 ml diethyl
eter; loc bo tap; cd quay thu hdi dung méi. Rira taa nhanh bing 5
ml ethyl acetat. Say & 50 °C dén khdi lugng khong doi. Higu suat
toan bo quy trinh sau tinh ché: 66,12%.

Quy trinh téng hep tap E allopurinol

Cho 1,55 g tap D allopurinol (0,01 mol) vao binh cau 2 ¢6. Hoa
tan tap D bang luong methanol téi thiéu, thém vao 38 ml
HCOOH (= 1 mol), lic déu. Pun hdi luu trong 4 gio. Loc ldy tua
thu dugc. Sdy ¢ 60 °C. Tinh ché, loai tap: cho san pham tong hop
vao cbc ¢6 mo 50 ml. Hoa tan taa trong 100 ml ethanol 96°. Co
quay 4p suat thap ¢ 60 °C thu tua. Rira tia bang 15 ml nudc cat
lanh x 3 1an. Sdy san pham thu dugc ¢ 50 °C dén khdi luong
khong d6i. Hiéu suat toan bo quy trinh sau tinh ché: 64%.

Quy trinh téng hep tap F allopurinol
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Cho 3,5 g nguyén li¢u ethyl (ethoxymethylen)cyanoacetat (=~
0,02 mol) vao binh cau 2 ¢6 va cho vira du ethanol 96° khudy tan,
cho vao 0,5 ml hydrazin hydrat 50% (= 0,005 mol) dun héi luu
hdn hop trén bép khudy tir két hop hé thong sinh han. Cho phan
(g xay ra trong 30 phut. Loc va rira tia 3 1an, mdi lan véi 20 ml
hdn hop ethanol nudce (1:1). Thu san pham va sdy & 60 °C.

Tinh ché, loai tap: rira san pham véi ethanol - nudc lanh (1:1).
Thu san pham, tiép tuc sdy chan khong 60 °C trong 3 gid. Hiéu
suét toan bo quy trinh sau tinh ché: 60%.

3.2. Xay dung tiéu chuin va thiét 1ap tap chét doi chiéu cia
allopurinol

3.2.1. Xdy dung quy trinh dinh lwong tap chat doi chiéu cia
allopurinol

Tinh tuwong thich hé thong

Quy trinh tr S As N
dinh lwgng (phut) (1V.s)
Tap A TB 4,77 51702575 1,17 3506
allopurinol  RSD % 0,44 0,62 0,38 1,92
Tap B TB 3,65 25400776 1,30 5037
allopurinol  RSD % 0,50 1,74 1,80 1,74
Tap C TB 6,15 26546996 1,05 5115
allopurinol  RSD % 1,83 0,77 0,98 098
Tap D TB 15,77 16804805 1,28 9446
allopurinol  RSD % 0,22 0,18 0,98 1,36
Tap E TB 17,55 7327598 1,18 12062
allopurinol  RSD % 0,12 0,5 1,18 0,65
Tap F TB 9,24 114199002 1,09 6164

allopurinol RSD % 0,84 1,12 1,90 1,92
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Bang 3. 1. Tom tit didu kién sic ky cac quy trinh dinh luong céc tap allopurinol bang phuwong phap
HPLC-DAD

Nhigt Buwéc Tocdd Thé tich

Tén tap i““fmdl‘j’ Pha tinh Pha dong docot song  dong tiém
Mg CC) (nm) (ml/phGt) miu (ul)
Tap A Cot Gemini NX Ci3 Acetonitril — acid phosphoric
allopurinol 50 (150 x 4,6 mm; 5 um) pH 2,5 (2 : 98) 25 220 0.5 10
Tap B Cot Gemini NX Ci3  Acetonitril — acid phosphoric
allopurinol 50 (150 x 4,6 mm; 5 um) pH 2,0 (2:98) 25 220 1,0 10
Cot Synergi 4u MAX _— . .
Tap C 50 RP 80R (25 cm: 4,6 Acetonltrl! —acid phosphoric 25 200 10 20
allopurinol . pH 2,0 (2 : 98)
mm; 4 um).
Tap D Cot Gemini NX Cig  Acetonitril — acid
allopurinol 50 (150 x 4,6 mm; 5 um) phosphoric pH 2,5 (30 : 70) 40 254 10 10
Tap E Cot Gemini NX Cig  Acetonitril — acid phosphoric
allopurinol 50 (150 x 4,6 mm; 5 um) pH 3,0 (10 : 90) 25 220 10 10
Tap F 50 Cot Gemini NX Cig  Acetonitril — acid phosphoric 25 254 10 10

allopurinol (150 x 4,6 mm; 5 um) pH 2,5 (35:65)
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Tinh diic hiéu

Tinh dac hiéu tap A allopurinol
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Hinh 3. 3. Sic ky d6 3 chidu va d¢ tinh khiét pic tap A allopurinol
Tinh dac hiéu tap B allopurinol

Hinh 3. 5. Sic ky d6 3 chiéu va do tinh khiét pic tap B allopurinol

Tinh ddc hiéu tap C allopurinol
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Hinh 3. 7. Sic ky d6 3 chiéu va do tinh khiét pic tap C allopurinol
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Tinh ddc hiéu tap D allopurinol
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Hinh 3.10.S4c ky db 3 chidu va d tinh khiét pic tap D allopurinol
Tinh ddc hiéu tap E allopurinol

250000

200000
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Hinh 3.13.Sé4c ky dd 3 chidu va d¢ tinh khiét pic tap E allopurinol
Tinh ddc hiéu tap F allopurnol

ﬂ. o7 O — B

Hinh 3.15.S4c ky d6 3 chiéu va do tinh khiét pic tap F allopurinol



Mién gia tri, 9 diing, d9 chinh xac

Bang 3. 2. Két qua xac dinh mién gia tri, 6 dung, do chinh xac cic quy trinh phan tich cac tap chat

Tap A Tap B Tap C Tap D Tap E Tap F

allopurinol allopurinol allopurinol  allopurinol  allopurinol allopurinol
Phuong trinh hdi quy  §=999246x  §=713781x  §=494223x y=335081x  §=144916x  $=2.10%
Heé s6 R? 0,9967 0,9975 0,9977 0,9998 0,9998 1,0000
Khodng tuyen tinh 30 - 70 30- 70 25 - 100 30 - 70 30 - 70 35-65
(Hg/ml)
bo lap lai
RSD (%) (n = 6) 0,23 0,08 0,08 0,15 0,14 0,10
D3 chinh xac
trung gian 0,15 0,17 0,34 0,11 0,14 1,17
RSD (%) (n=12)
b6 dtng (n=9) 98,0 - 101,3 98,2-101,67 99,8-1014 99,1-100,7 99,1-100  99,2-99,7
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3.2.2. Bdnh gid va thiét ldp chat déi chiéu tap chat lién quan

allopurinol

Panh gia tap tong hop dat cac yéu cau theo mirc chét luong.

Bang 3.5. Két qua danh gia chét luong tap A allopurinol

Chi tiéu Phwong phap Mikc chit lwong
Cam quan B6t mau trang
Tinh chat D6 tan Tan trong nudc, tan tot trong
; methanol, DMSO
Phé UV Amax (NaOH 0,1M): 222 nm,
250 nm
344433 va 3399,99 cm! (-
B NH- amin), 1665,53 cm (-
Dinh tinh Pho IR C=0 amid), 1119,67 cm™ (N-
N pyrazol)
2 ESI-MS(+) m/z =127,06123
Pho MS IMEHT
Phé NMR Pho '*C NMR, 'H NMR
Diém chay DSC 237 -238°C
oz Mat khoi lwgng .
Ham am do ldm khé <0,5%
Dinh lugng HPLC >95% (99,72%)
Bang 3.6. Két qua danh gia chét luong tap B allopurinol
Chi tiéu Phwong phap Mikc chit lwong
Cam quan B4t mau trang
Tinh chat D6 tan Tan trong nudc,
j methanol, DMSO.
Phé’ UV 7\,max (NaOH O,IM) 245,8
nm
‘ 3403,3 va 3218,2 (vn.n,
L Phé IR amin); 17079 (vc-o,
Binh tinh carbonyl), 15995 (ven)
g ESI-MS(+) m/z
Pho MS ~177,0389 [M+Na]"
Phé NMR Phé '*C NMR, 'H NMR
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Diém chay May do diém chay — 284-285 °C
Ham Am %fntg,lgl lwong do <0.5%
Dinh lugng HPLC >95% (99,6%)

Bang 3.7. Két qua danh gia chét luong tap C allopurinol

Chi tiéu Phwong phap Mirc chit lwong
Cdam quan Bt mau trang
Tinh chat D6t It tan trong nuéc, tan tot
o fan trong methanol, DMSO.
Phé UV Amax (NaOH 0,1M): 200
nm
NH (3353,5 cm™); C=0
P (1688,9 cm™);-NH»
Pinh tinh Phé IR (3196,3 cm™'; 3072,8 cm’
1; -C=N (1626,9 cm™")
2 ESI-MS(+) m/z
Pho M§ =179,06798 [M+H]*
Phé NMR Pho6 '3C NMR, 'H NMR
Diém chay May do diém chay 231 —233°C
Ham 4m Mat khoi luong do g 5o,
lam kho
Dinh lugng HPLC >95% (99,72%)

Bang 3.8. Két qua danh gi4 chat luong tap D allopurinol

Chi tiéu Phwong phap Mikc chit lwong
. £ Cam quan Bot mau tring
Tinh chat Do tan Tan trong methanol, DMSO.
Phé UV Amax (MeOH) 224 nm va 257
nm
3481,1 (vy_p; amin);
) 1671,4  (ve=g; carbonyl),
S Pho IR 1620,1 (ve=p; pyrazol),
binh tinh 11959  va 10334
(V—c_o_; ester)
* ESI-MS(+) m/z =156,07775
Pho MS [M+H]*
Pho NMR Pho '3C NMR, 'H NMR
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Diém chay DSC 106 — 108°C
.z Mat khoi heong .

Ham am do lim khé <0,5%

Dinh lugng HPLC > 95% (99,8%)

Bang 3.9. Két qua danh gia chét luong tap E allopurinol

Chi tiéu Phwong phap Mirc chit lwong
, Bot hodc tinh thé mau
Cam quan Z o .
. £ trang, khong mui
Tinh chat ~ P
D6 tan Khong tan trong nudc,
j tan trong MeOH, DMSO
2 Amax (MeOH): 208 nm,
Pho UV 233 nm, 247 nm
) 1607,77 (-NH-), 3217,78
Pho IR (-NH- thom), 1664,85 (-
DPinh tinh C=0)
2 ESI-MS(+) m/z
Pho MS =206,15395 [M+Na]*
p Pho 'H NMR va 3C
Pho NMR NMR
Diém chay May do diém chay 198 + 1°C
Ham 4m Mat khoi lwong do —_ 50,
lam kho
Dinh lugng HPLC > 95% (99,67%)

Bang 3.10. Két qua danh gia chat luong tap F allopurinol

Chi tiéu Phwong phap Mikc chit lwong
Cam quan Bot mau trang
, £ It tan trong nuéc, tan tot
Tinh chat Do tan trong Chloroform, DMSO,
ethanol
nm; 295 nm
) (KBr, cm-1): 3438,7 (-NH-
DPinh tinh Pho IR );2235,5 (-C=N); 1712,7 (-
C=0)
Phé MS ESI-MS(+) m/z

=301,09189 [M+Na]*
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Phé NMR Phd 3C NMR; 'H NMR
Diém chay May do diém chay ~— 247-248 °C
Ham Am Mat khAoi luwong do <0.5%

lam kho
Dinh luong HPLC > 95% (99,53%)

3.2.3. Thiét lgp chat déi chiéu

Tit ca cac tap chat d6i chiéu déu cé do tinh khiét sic ky trén 99%
tinh theo nguyén trang, du diéu kién dé ding ky chuan quéc gia.
3.3. Xay dung, tham dinh va trng dung quy trinh dinh luong
dong thoi 6 tap allopurinol bang LC-MS/MS

3.3.1. Khao sat diéu kién khéi phd tbi vu

Két qua khao sat diéu kién khdi phé tbi wu quy trinh dinh luong
ddng thoi 6 tap allopurinol bang phuong phap LC/MS/MS.

Téc Nang
z Nhigt .. /. ;  Thé luong
Chat ik gokhi 40K The o budng  Ghi
phan N Manh .. . hod Cone X ¢ .
tich hod hoi hoi V) guan khiva cha
(°C) (L/h) (kV) cham
V)
TapA 1269 109,9 400 900 15 4 13 dl
53,9 400 900 15 4 18 dt
TapB 1551 138 400 900 10 4 12 dl
109,9 400 900 10 4 20 dt
TapC 1788 78,9 400 900 20 4 25 dl
109,9 400 900 20 4 20 dt
TapD 155,86 127,9 400 900 15 4 12 dl
109,9 400 900 15 4 15 dt
TapE 183,87 109,9 400 900 8 4 14 dl
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138 400 900 8 4 10 dt
TapF 2791 187 400 900 10 4 25 dl
233 400 900 10 4 15 dt

3.3.2. Khao sat diéu kién sic ky toi wu dinh luong dong thoi 6 tap

allopurinol va dinh lugng allopurinol

Pha tinh: Cot Gemini — NX C18 (150 x 4,6 mm; 5 pum).
Pha déng: Acetonitril — dung dich acid formic 0,05%.
Téc @6 dong: 0,8 mL/phut. Thé tich tiém mau: 10 pl.
Diéu kién pha dong: chuong trinh gradient.

Thoi gian (pht) 0 06 12 7 71 12
Acetonitril (%) 50 70 100 100 50 50
Acid formic0,05(%) 50 30 0 0 50 50

Tham dinh quy trinh dinh lugng déng thoi6tap A, B,C,D, E, F

cua allopurinol theo ICH Q2(R2).
Tinh twong thich hé thong: RSD < 2%.
Tinh ddac hiéu

chuan

Khoang tuyén tinh va phwong trinh hdi quy

Hinh 3. 1. Sic ky db dung
moi pha mau, ta duge, mau
phan huy, tap A, B,C, D, E,

F va allopurinol trong mau
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Chat phan  Khoang tuyén Phuong trinh He¢ s tuong
tich tinh (ppb) hdi quy quan (r%)
Tap A 20-200 120,708x + 526,113 0,998
Tap B 10-200 171,203x - 635,259 0,995
Tap C 10-200 80,682x - 176,712 0,997
Tap D 10-200 218,260x + 563,684 0,999
Tap E 10-200 109,144x - 182,179 0,996
Tap F 20-200 136,392x - 197,289 0,998

Gi6i han phat hién va gidi han dinh lugng

Tap Tap Tap Tap Tap Tap

(ppb) A B C D E F Allopurinol
LOD 6 3 3 3 3 6 3
LOQ 20 10 10 10 10 20 10

D6 chinh x4c va d6 chinh xéc trung gian; d6 dung dat yéu cau
theo ICH Q2(R2).
3.3.3. Ung dung quy trinh dé dinh lrong dong thoi tap A, B, C,
D, E, F trong mdu nguyén liéu va thanh pham allopurinol trén
thi truong.
Quy trinh phan tich duoc &p dung dé phan tich ba mau nguyén
liéu allopurinol va mudi mau thanh pham trong d6 hai mau thanh
pham nhap khau c6 luong tap A cao hon giéi han cho phép theo
quy trinh phan tich va gi¢i han quy dinh trong dugc dién.
Chuong 4. Ban luian
4.1. Ban luian vé quy trinh tong hop tinh ché 6 tap cia
allopurinol

Ban vé tap A allopurinol hemisulfat: cic cong trinh nghién
ctru déu tong hop dang base tap A cia allopurinol 1a 3-
aminopyrazol-4-carboxamid. Dé tai cung cép quy trinh téng hop
day du vé tap A allopurinol dang mudi hemisulfat bang tac nhan

kiém hoa NaOH chi qua 1 giai doan va dé tinh ché.
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Ban vé tap B allopuirnol: tap B dugc téng hop tir nguyén
lidu tap A allopurinol hemisulfat c6 do tinh khiét cao trén 99%
lam t4c nhan tham gia phan tng formyl hoéa véi acid formic thuc
hién ¢ diéu kién nhiét do khéng qua 100 °C va khong can thuc
hién trong 10 vi song, han ché tap phat sinh.

Ban vé tap C allopurinol: so v6i cong trinh nghién ctru ctia
Yuan Huxing (2014), nghién ctru su dung nguyén li¢u la tap A
allopurinol hemisulfat dé tan trong dung méi phan cuc nén phan
g khong can sir dung dung maéi hitu co doc hai nhw DMSO hay
toluen, déng thoi phan ung dién ra nhanh, thoi gian phan tng
ngan, nhiét d6 khong qua cao (khoang 30 phit & 95°C).

Ban vé tap D allopurinol: tong hop tir nguyén liéu ethyl
(ethoxymethylen)cyanoacetat va hydrazin hydrat 80 rut ngén giai
doan phéan tng so véi nghién ctru ciia Jean Druey, gitup qua trinh
phan tng dién ra nhanh, han ché tap phat sinh.

Ban vé tap E allopurinol: nghién ctru tong hop tap E
allopurinol bang 2 phuong phap khac nhau déu c6 két qua san
pham tao thanh phu hop véi tinh chat tap E allopurinol chuin.
Trong d6 phuong phap 2 tong hop tap E allopurinol tir nguyén
liéu tap D allopurinol véi acid formic lan dau tién duoc thyuc hién.

Ban vé tap F allopurinol: phan tmg chon loc trong diéu kién
luong du ethyl (ethoxymethylen)cyanoacetat (EEMCA) véi ty 1€
mol EEMCA va hydrazin hydrat 50% t5i wu 1 (= 4:1) gitip phan

{rmg chuyén dich manh theo chiéu thuén tao thanh tap F.
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4.2. Ban luin vé xdy dung va danh gia tap chit ddi chiéu cia
allopurinol

Duogc dién Viét Nam V; BP 2023 va USP-NF-2023 c6 cac
quy trinh xac dinh gigi han tap chat lién quan A, B, C, D, E, F
cua allopurinol, tuy nhién cac quy trinh chi ding lai ¢ xac dinh
phan tram tap chit so véi nguyén lidu allopurinol vai dién tich
pic cac chit A, B, C, D, E, F thip (khong qué 0,2% so Vi
allopurinol), din dén quy trinh chua phu hop dé xac dinh dd tinh
khiét san pham 1a nguy@n liéu tong hop cac tap. Dé tai lan dau da
xay dung va tham dinh quy trinh dinh luwong cac tap A, B, C, D,
E, F bang HPLC dau do d4i diod quang (DAD) theo hudng dan
cua ICH Q2(R1) huéng dén thiét 1ap chat chuan tap ddi chiéu.
4.2.1. Vé xdy dung va thiét ldp chat doi chiéu cua allopurinol

Quy trinh thiét 1ap chat chuan tap A, B, C, D, E, F theo theo
USP-NF 2023 duoc thuc hién theo dung thi tuc thiét 1ap va hiéu
chuan chat chuan cuaa Vién kiém nghiém thuéc thanh phé H6 Chi
Minh ciing nhu quy trinh thiét 1ap mét chat chuan déi chiéu quéc
gia. Cac nguyén liéu thiét 1ap chuan dugc kiém tra chat luong va
déu dat tiéu chuan Iam nguyén liéu dé thiét 1ap chit chuan. Toan
bo quéa trinh san xuat chuin di duoc thuc hién trong diéu kién
nghiém ngit, dong chuén trong diéu kién khi Nito (99,99%), d6
am < 2%, & nhiét do phong thi nghiém, sau d6 bao quan & nhiét
do2-8°C.
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4.2.2. Ban ludn vé xdy dung quy trinh xdc dinh d¢ tinh khiét cdc
tap allopurinol

Quy trinh xac dinh do tinh khiét tap A, B, C, D, E, F
allopurinol str dung pha tinh 1a ¢t Phenomidex Gemini NX va
Synergi 4u vi kha nang chiu dugc khoang pH rong (tur 1-12) trong
cac diéu kién pha dong la acid c6 pH thap. Thanh phan pha dong
Ia acetonitril va acid phosphoric hoic acid formic déu la nhiing
dung méi d& bay hoi gilp hé thong khéng bi taa mudi, 1am on
dinh &p suat vu diém hon so véi quy trinh trong Dugc dién Viét
Nam V va cac duoc dién tham chiéu.
4.3. Ban lugn vé xdy dung, thim dinh va itng dung quy trinh
dinh lwong dong thoi 6 tap A, B, C, D, E, F ciia allopurinol
biang LC-MS/MS

So sanh véi quy trinh trong Dugc dién Viét Nam V; BP 2023
va USP NF-2023 va céac nghién ctru, quy trinh dinh lugng 6 tap
A, B, C, D, E, F cua allopurionl bang LC-MS/MS nhiéu uu diém
+ Khong phai str dung nhiéu quy trinh dé thyuc hién dinh lugng
tirng nhém tap khac nhau nhu Dugc dién Viét Nam V, BP 2023,
+ Khong bi anh huong boi hé s phan giai cac pic nhu USP-NF
2023 va nghién cuu Sajan PG.
+ Khong sir dung cac dém mudi vé co KH,PO, nhu trong DDVN
V; BP 2023; USP-NF 2023, nghién ctru Sukhdev nén khéng gay
tac hé thong, 1am tang ap suat.
+ Quy trinh LC-MS/MS dinh luong dugc dong thoi 6 tap A, B,
C, D, E, F cua allopurinol trong thanh phim ma DDVN V; BP
2023; USP-NF 2023 chua c6.
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+ Quy trinh c6 thoi gian phan tich ngan téi da 10 phit so v6i
DDVN V la 25 phuat; BP 2023: 25 phut va USP-NF 2023: 46
phut, déng thoi dat cac yéu cau theo huéng dan ICH Q2(R2).
Chuong 5. Két luin va kién nghi
KET LUAN
Pé tai di dat dwoc cac muc tiéu dé ra cia ludn dn, cu thé:
vé téng hop 6 tap chit lién quan cua allopurinol A, B, C, D,
E, F é quy moé phong thi nghiém

Nghién ctru da tong hop thanh céng 6 tap A, B, C, D, E, F
cua allopurinol & quy mé phong thi nghiém. Xay dwng quy trinh
tong hop va tinh ché thanh cong 6 mé lién tiép véi khéi luong
san pham mdi mé I6n hon 1000 mg, d tinh khiét Ién hon 99%.
Vé thiét 1ap tap chuin A, B, C, D, E, F dat yéu ciu chit dbi
chiéu quéc gia

Xay dung 6 quy trinh dinh lugng 6 tap A, B, C, D, E, F cua
allopurinol bang phuong phap HPLC-DAD dat yéu cau theo ICH
Q2(R1). Panh gia chit ddi chiéu theo hudéng dan WHO va xir ly
thdng ké theo ISO 13528 va 17043, dé tai da thiét 1ap 6 tap chuan
cua allopurinol dat tiéu chuan qudc gia, thanh pham madi tap 200
lo (10mg/lo). Cu thé:

Téntap chat Banthanh  Thanh

STT ) 2 2 HL (%)
allopurinol ~ pham (lg)  pham (lg)
1 Tap A 250 200 99,7
2 Tap B 250 200 99,6
3 TapC 250 200 99,7
4 Tap D 250 200 99,8
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5 Tap E 250 200 99,7
6 Tap F 250 200 99,5

Vé xdy dung, thim dinh va @ng dung quy trinh dinh hrong
dong thoi 6 tap A, B, C, D, E, F ciia allopurinol bang phuong
phap LC-MS/MS

Xay duyng dwoc quy trinh dinh luong dong thoi 6 tap
Allopurinol dat tinh tuong thich hé théng; do dac hiéu, do chinh
xac RSD < 2%; tinh tuyén tinh c¢6 R2> 0,995; LOQ thap 10 ppb
— 20 ppb, d6 diing c6 ty 1& hoi phuc dat 95% - 105% theo hudng
dan cua ICH Q2(R2). Ung dung quy trinh dinh lwong 3 mau
nguyén liéu va 10 mAu thanh pham allopurinol khac nhau trén thi
truong; két qua cho thiy c6 2 thanh phim nhap khéu c6 ty 16 tap
A vuot gii han cho phép theo quy dinh ctia Dugc dién Viét Nam
V; BP 2023 va USP-NF-2023.

KIEN NGHI

- Thyc hién danh gia do on dinh céc tap allopurinol va danh
gi lai chuén tap.

- Nghién ctru vé dinh tinh va dinh lwong cic tap phat sinh
hodc phan huy cta cac tap A, B, C, D, E, F allopurinol trong qua
trinh téng hop va bao quan.

- Ung dung quy trinh dinh lugng phén tich thém cac tap

allopurinol trong nguyén liéu va thanh phdm c6 trén thi trudng.
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