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Abstract 
 

Background: Apixaban, an oral anticoagulant and direct factor Xa inhibitor, is used to reduce the risk of 

various thromboembolic diseases. Measuring the active substance in blood can assess its effectiveness 

compared to the reference drug. In this study, a rapid, new, and reliable reversed-phase liquid 

chromatography method was developed for measuring apixaban in human plasma.  

Materials and methods: The chromatographic conditions were optimized, followed by validation using 

spiked standard samples. To evaluate the extraction method of Apixaban from spiked blood samples, the 

recovery rate was calculated.  

Results: The chromatographic analysis was conducted on a C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5μ) using 

isocratic elution with a mobile phase consisting of a mixture of acetonitrile: ammonium acetate buffer 0.15% 

at pH 7.6 ± 0.05 with a 50:50 volume ratio and a flow rate of 1 mL/min at room temperature. Apixaban 

detection was carried out at 276 nm. The calibration curve for apixaban in human plasma was linear in the 

range of 0.3 to 0.12288 µg/ml with a correlation coefficient of r2 = 0.9957. Limit of Quantitation and Limit 

of Detection concentrations were obtained as 0.06 and 0.02 µg/ml, respectively and the average extraction 

recovery of the extraction method was 78.73%. 

Conclusion: The developed and validated HPLC-UV method presented in the study is suitable for accurate 

determination of apixaban levels in the pharmacokinetic studies. 
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 دانشگاه آزاد اسلامي پزشکيعلوم جله م

 165تا  156صفحات ، 1404 تابستان، 2، شماره 35 ورهد

 

توسعه و معتبرسازی روش استخراج داروی آپیکسابان از خون و آنالیز آن با 

  روش کروماتوگرافي مایع با عملکرد بالا

 3، هدی جهاندار2محسن امیني، 1، امیر بهشتي مآل1سید محمد علوی

   
 تهران، ایران دانشگاه آزاد اسلامی، ،واحد علوم پزشکی تهران، گروه شیمی داروییدکترای داروسازی،  جویدانش 1
  شیمی دارویی، دانشکده داروسازی، دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران، ایران گروهاستاد تمام،  2
 رانیتهران، ا ،یاه آزاد اسلامتهران، دانشگ یواحد علوم پزشک ،گروه گیاهان داروییاستادیار،  3

  کیدهچ

چندین  که جهت کاهش خطراست  10آپیکسابان جز دارو های ضد انعقادی خوراکی و مهار کننده مستقیم فاکتور  :سابقه و هدف
مرجع پی  دارویایسه با توان به اثربخشی آن در مقشود. با اندازه گیری ماده موثره دارو در خون میبیماری ترومبوآمبولیک استفاده می

لاسمای کسابان در پبرد. در این مطالعه، یک روش سریع، جدید و معتبر بر پایه کروماتوگرافی مایع فاز معکوس برای اندازه گیری آپی
 . انسانی، توسعه یافته است

رفت. گیک شده صورت ستاندارد اسپاهای اسازی شد. سپس، اعتبارسنجی روش با استفاده از نمونهابتدا شرایط کروماتوگرافی بهینه :روش بررسي
   .های خون اسپایک شده، درصد بازیابی آپیکسابان محاسبه شدبرای ارزیابی روش استخراج آپیکسابان از نمونه

ر آمونیوم و روش ایزوکراتیک با فاز متحرک شامل استونیتریل: باف  C18   (mm × 4/6 mm, 5μ 250)بررسی آپیکسابان با ستون ها:یافته
د. آپیکسابان شمیلی لیتر در دقیقه در دمای اتاق، انجام  1و سرعت جریان  50:50به نسبت حجمی  pH 05/0 ± 6/7درصد با  15/0ات است

میکروگرم در  12288/0تا  3/0نانومتر شناسایی شد. منحنی کالیبراسیون آپیکسابان در پلاسمای انسانی در محدوده ی  276در طول موج 
کروگرم بر می 02/0و  06/0خطی بود و حداقل غلظت قابل اندازه گیری و تشخیص به ترتیب  2r   =0/9957مبستگی میلی لیتر با ضریب ه

 .درصد به دست آمد 73/78میلی لیتر و میانگین درصد بازیابی روش استخراج دارو از خون 

 .استمناسب  ابان در مطالعات فارماکوکینتیکتوسعه یافته در این مطالعه، برای تعیین دقیق سطوح آپیکس HPLC-UVروش  :گیرینتیجه
 .سمای انسانری دارو، پلاآپیکسابان، داروی ضد انعقاد خوراکی، کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا با فاز معکوس، اندازه گی واژگان کلیدی:

  

 1مقدمه
هاای ارجا  گزیناه Kهای ویتاامین در گذشته آنتاگونیست

بریلاسیون دهلیزی بودند. اما برای پیشگیری از سکته در فی

های اخیر، به علت مزایایی اعم از فارماکولوژی قابل در سال

پیش بینی و تداخلات کمتر دارو باا غاذا و ساایر دارو هاا، 

                                                 
 ،ویشی: تهران، دانشگاه علوم پزشکی تهران، دانشکده داروسازی، بخش  ششی ی دارآدرس نویسنده مسئول

 (  email: moamini@tums.ac.ir) محسن امینی

ORCID ID: 0000-0003-3135-2917 
   7/3/1403: تاریخ دریافت مقاله

 15/5/1403: تاریخ پذیرش مقاله

توجه به داروهای ضد انعقاد خوراکی مستقیم، افزایش پیادا 

 .(2, 1)کرده است 

 های ذکر شده برای داروهای ضاد انعقاادرغم تمامی مزیتعلی

هاای فارمااکوویلایلانس ایان داروهاا خوراکی مستقیم، بررسای

هاد دموارد زیادی از خونریزی های داخلی در افراد را نشان می

 شود. بارایکه در بیشتر موارد منجر به بستری شدن بیمار می

جااد شاده توساط های ایمثال در یک آزمایش تعداد خونریزی

ساال  نفار در طای یاک 100نفار باه ازای  44/3این دارو ها، 

 .(3)گزارش شده است 
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م باه همچنین از آنجایی که این دارو ها بر خلاف وارفارین الازا

د نظارت و آزمایش ندارند و از سوی دیگار بعیای از آنهاا ماننا

ص شوند، نگرانی در خصوریواروکسابان روزی یک بار تجویز می

کاهش سط  سرمی دارو، در صورت از فراموش شدن یاک دوز 

 .(5, 4)نیز وجود دارد 

، انجمن قلب و عروق اروپا بارای 2018به همین علت در سال 

دهلیاازی،  کمااک بااه پزشااکان و بیماااران دارای فیبریلاساایون

فراخوانی جهت توسعه روشی معتبر برای انادازه گیاری دقیاق 

ر های پلاسمایی این دارو ها در شرایط اورژانسی، منتشاغلظت

بیان کرد کاه  ای دیگر، هوگو تن کت. همچنین در مطالعهکرد

تنظیم دوز بر اساس غلظت سارمی دارو، ماوثرتر از درماان باا 

 .(7, 6)است استفاده از دوزهای ثابت 

کاه ضاد انعقااد اسات یکی از داروهای این دساته آپیکساابان 

و برای کااهش  است 10خوراکی و مهار کننده مستقیم فاکتور 

خطر چندین بیماری ترومبوآمبولیاک اعام از ساکته ناشای از 

 ای، ترومباوز بعاد از جراحایفیبریلاسیون دهلیزی غیر دریچه

-فاده مایزانو و لگن، ترومبوز وریدی عمیق و آمبولی ریه اسات

 شود. این دارو هنوز به طاور رسامی موناوگرافی در فارماکوپاه

 ی برایبرای آنالیز و بررسی ندارد. بنابراین روش دقیق و انتخاب

 .(9، 8)است اندازه گیری و بررسی آن مورد نیاز 

بیشترین جذب آپیکساابان در روده کوچاک رد داده و ساپس 

کناد. فراهمای جذب آن در ادامه لوله گوارشی کاهش پیدا می

میلای گارم در  10زیستی مطلق دارو در دوزهای خوراکی، تاا 

ر با. حیور غذا اثر قابل تاوجهی استدرصد  50هر دوز، تقریباً 

 . (11, 10)فراهمی زیستی دارو ندارد 

حداکثر غلظات پلاسامایی آپیکساابان، چهاار سااعت پاس از 

تاا  51میلای گرمای، باین  25و  10، 5، 5/2مصرف دوز های 

نااانوگرم در میلاای لیتاار گاازارش شااده اساات. همچنااین  716

 میلی گرم، متناسب باا 10حداکثر غلظت پلاسمایی آن تا دوز 

الاتر اما در دوزهای ب ،کندش پیدا میافزایش دوز تجویزی افزای

میلی گارم، باا افازایش دوز تجاویزی، حاداکثر غلظات  25از 

 .(11-13)پلاسمایی دارو تغییرات کمی دارد 

تارین ( یکی از مهامHPLCکروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا )

ه اسااس آن تفکیاک کااسات ابزارهای شیمی تجزیه اماروزی 

اجزای نمونه بار اسااس تفااوت در بارهمکنش باا فااز سااکن 

)ستون( و فاز متحرک و در نتیجه تفاوت در زمان خروج آنها از 

. این روش تواناایی جداساازی، شناساایی و (4, 3)است ستون 

هاای محلاول را دارد و اندازه گیری ترکیبات موجود در نموناه

های شیمی تجزیه در تحلیال کمای و ترین روشیکی از دقیق

و در تمامی مراحل پیادایش، توساعه و تولیاد است کیفی دارو 

 . (15، 14, 5)شود. دارو در صنعت داروسازی از آن استفاده می

هااای بااه منظااور شناسااایی و اناادازه گیااری آپیکسااابان، روش

 ارائاه مختلفی، با استفاده از کروماتوگرافی مایع باا عملکارد باالا

شده است. در چندین مطالعه، از ایان تکنیاک هماراه باا طیا  

انادازه گیاری آپیکساابان در  سنج جرمی به منظور شناساایی و

(. همچناین در 18، 17، 16پلاسمای انساانی بهاره بارده شاد )

ی مطالعات دیگری، از کرومااتوگرافی ماایع باا عملکارد باالا بارا

ن در ( و آنالیز کمای آ19، 8بررسی ناخالصی ها و پایداری دارو )

( اساتفاده شاد. هادف از ایان 22، 21، 20فرمولاسیون دارویی )

 سعه و معتبرسازی یک روش آناالیز باا کرومااتوگرافیمطالعه تو

لظات به منظور اندازه گیاری غ UVمایع با عملکرد بالا و دتکتور 

    .آپیکسابان در نمونه های پلاسمای انسانی بود

 

 مواد و روشها

 مواد و تجهیزات مورد استفاده

 یتریل،مواد شیمیایی: ماده فعال دارویی آپیکسابان، متاانول، اساتون

ونیوم استات و آمونیوم هیدروکسااید )در جاه خلاوص مناساب آم

HPLC- .)مرک(، آب دیونیزه )زلال طب شیمی تهران 

، (SANA)، پای ا  متار (BOSCH)تجهیزات: ترازوی آنالیتیکاال 

 BRISA C18 5 250*4/6  (Teknokroma)ستون کرومااتوگرافی 

د لکار( مربوطه، کروماتوگرافی مایع باا عمguardبه همراه محافظ )

، سااات فیلتراسااایون خااالا (Shimadzu LC-10 Series)باااالا 

(MILLIPORE) سانتریفیوز ،(ROTOFIX 32 A) فیلتر ممباران ،

، PTFEاساتریل  22/0میکرونی کوبتر، فیلتار سار سارنگی  22/0

سای سای،  3سی سی استریل اس پی ال، سرنگ  15لوله فالکون 

ی سای پلای سا 5/1سر سمپلر آبی و زرد، میکروتیوب )اپندورف( 

پروپیلنی، حمام التراساونیک، لولاه هاای خاونگیری غیار وکیاوم 

EDTA2K  دار شاااارکت فرتساااات، وورتکااااس میکساااار و

 (RIGOL Ultra-3660)اسپکتروفوتومتر 

 طراحي و توسعه روش آنالیز

ابتدا جهت انتخاب حلال مناسب، بررسی حلالیات آپیکساابان در 

ی یط کرومااتوگرافآب، متانول و استونیتریل انجام شد. سپس شارا

مانند نوع ستون و طول آن، ترکیب فااز متحارک، ناوع شستشاو، 

 . شدسرعت جریان، دمای مناسب و طول موج بهینه تعیین 

 آماده سازی استوک آپیکسابان

میکروگارم در میلای  30محلول استوک آپیکسابان به غلظات 

میلای لیتاری باا حال کاردن  50لیتر در یک بالن ژوژه تیاره 
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درجاه  3در متاانول تهیاه و در یخچاال باا دماای  آپیکسابان

 سانتی گراد نگهداری شد.

  تهیه پلاسما از نمونه خوني

منتقال و  EDTA2kهای خونگیری حاوی نمونه های خونی به لوله

دقیقاه باا  15سپس بلافاصله برای جداساازی پلاساما، باه مادت 

سانتریفیوژ شدند. پلاسمای جدا شاده در  g  1500قدرت چرخش

م به چند قسامت تقسای لیترمیلی 5/1های پلی پروپیلنی دورفاپن

 درجه سانتیگراد فریز شدند. -20گردیده و در فریزر با دمای 

 ذوب کردن پلاسما

یارون های پلاسما مورد اساتفاده در روز آزماایش، از فریازر بنمونه

ه بادرجه سانتی گراد  37آورده شده و بلافاصله در حمام آب گرم 

 دقیقه قرار داده شدند. 10تا  5مدت 

های استاندارد اسپایک شدده پلاسدمایي آماده سازی نمونه

 برای تزریق

 اسااتخراج دارو از پلاسااما و آماااده سااازی نمونااه باارای تزریااق بااا

استفاده از روش رسوب دادن پاروتیین انجاام شاد، باه هار واحاد 

ه حجم از پلاسما اسپایک شده، چهار واحد حجم استونیتریل اضااف

ناه دقیقاه، باا نمو 5با استفاده از میکسر و ورتکس به مادت شد و 

دقیقاه باا قادرت  25مخلوط شد. سپس ایان مخلاوط باه مادت 

از  سانتریفیوژ شده و فاز شفاف بالایی با اساتفاده g 1500چرخش 

ده میکرومتر عباور دا 22/0سمپلر جدا شده و از فیلتر سر سرنگی 

ق ساازی ساریالی باا شد. به این ترتیاب باا اساتفاده از روش رقیا

و  1536/0،  192/0، 24/0، 3/0، غلظاات هااای 8/0ضاریب رقاات 

 میکروگرم در میلی لیتر آپیکسابان در پلاسمای شافاف 12288/0

یاق هار بار تزر 3بدون پروتیین تهیه شدند. نمودار کالیبراسیون با 

 غلظت رسم شد.

 معتبرسازی روش توسعه یافته

ای نظیار انتخاابی باودن، به منظاور معتبرساازی روش، پارامترها

نمااودار کالیبراساایون، دامنااه، خطاای بااودن، صااحت، دقاات، حااد 

 تشخیص و حد اندازه گیری به شرح زیر بررسی شدند.

 بررسي انتخابي بودن روش 

نالیات انتخابی بودن شامل توانایی روش در ارزیابی واض  و آشکار آ

و  هااهاا، متابولیاتمورد نظر در حیور سایر مواد مانناد ناخالصای

 . از مقایسه نتیجاه حاصال از نموناه منفایاستسایر مواد جانبی 

تاوان فاقد آنالیت با نتیجاه حاصال از نموناه حااوی آنالیات، مای

مونه نانتخابی بودن روش را بررسی کرد. به منظور بررسی این امر، 

یاق حاوی پلاسما بدون دارو به عنوان نمونه منفی باه دساتگاه تزر

دارو  وبا کروماتوگرام نمونه ی حاوی پلاسما  شد و کروماتوگرام آن

 . شدبه عنوان نمونه مثبت مقایسه 

 بررسي خطي بودن روش آنالیز و رسم نمودار کالیبراسیون

روش ارائه شده باید در کل دامنه مورد آنالیز خطی باشد. بناابراین 

برای مشاخص کاردن نقااط نماودار کالیبراسایون، باا اساتفاده از 

، µg/ml 3/0 ،24/0 ،192/0 ،1536/0غلظاات  ICH ،5راهنمااای 

از آپیکسااابان در ماااتریکس پلاساامای شاافاف باادون  12288/0

بار تزریق شد و سپس باا اساتفاده از  3پروتیین آماده و هر غلظت 

میااانگین نتااایج حاصاال از هاار غلظاات و رگرساایون، نمااودار 

 کالیبراسیون رسم شد.

 تعیین حد تشخیص

تشاخیص و حاد انادازه گیاری  روشی که برای بدست آوردن حد

استفاده شد شامل روش محاساباتی و نگرشای بار اسااس نسابت 

 سیگنال به ناویز باود. در روش محاساباتی باا اساتفاده از فرماول

حاد تشاخیص باه صاورت  ICH(Q2)محاسباتی در دستورالعمل 

مجااازی محاساابه شااد. سااپس نزدیااک تاارین غلظاات بااه آن در 

ه بار باه دساتگا 3ن تهیه و ماتریکس پلاسمای شفاف بدون پروتیی

 تزریق شد. نسبت سیگنال به نویز و تشخیص نمونه در این غلظات

 بررسی شد.

   فرمول محاسبه ی حد تشخیص: 

شاایب خااط منحناای  Sانحااراف معیااار اسااتاندارد و  𝜎در آن 

 کالیبراسیون میباشد.

 تعیین حد اندازه گیری

 باه فرماول محاساباتی در مقدار تیوری حد اندازه گیری باا توجاه

، محاسبه شد و سپس نزدیک ترین غلظت ICH(Q2)دستورالعمل 

 وبه آن در ماتریکس پلاسما ی شفاف بدون پروتیین آماده ساازی 

 بار به دستگاه تزریق شد و در آخار نسابت سایگنال باه ناویز و 3

 تکرارپذیری نتایج بررسی شدند.

 فرمول محاسبه ی حد کمی )اندازه گیری(: 

شاایب خااط منحناای  Sانحااراف معیااار اسااتاندارد و  𝜎در آن 

 کالیبراسیون میباشد.

 بررسي صحت 

غلظت که گستره ی ماورد نظار را  ICH ،3بر اساس رهنمود های 

میکروگرم در میلای لیتار  25/0و  2/0، 16/0پوشش بدهند شامل 

در ماتریکس پلاسمای شفاف بدون پاروتیین، آمااده شادند و هار 

ز ابار تزریق شدند و سپس مقدار خطای نسبی با اساتفاده  3ام کد

 فرمول زیر بررسی شد.
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 بررسي دقت 

غلظات از داروی آپیکساابان  ICH ،3بر اساس رهنمودهای 

 25/0و  2/0، 16/0که گستره مورد نظر را پوشش بدهناد )

میکروگرم در میلی لیتار(، در مااتریکس پلاسامای شافاف 

 وبار تزریق شادند  3ه شدند و هر کدام بدون پروتیین، آماد

 سپس مقدار انحراف معیار نسبی محاسبه و ارزیابی شد.

 بررسي دقت در دو روز متفاوت 

میکروگارم در میلای لیتار،  25/0و  2/0، 16/0سه غلظات 

د، بار به دستگاه تزریق شادن 3در روز دیگر هر کدام دوباره 

ل از تزریق سپس مقدار انحراف معیار نسبی داده های حاص

 هر غلظت، بررسی شد.

 محاسبه درصد بازیابي روش استخراج

( روش recoveryبه منظاور انادازه گیاری درصاد بازیاابی )

استخراج، مقدار مشخص از دارو در خون تام اسپایک شد و 

سپس تمامی مراحل استخراج دارو از پلاساما بارای نموناه 

نجاام انجام شد )بر اساس محاسبات انجاام شاده، پاس از ا

میکروگارم در  56/0تمامی مراحل استخراج، غلظت نهاایی 

باار  3میلی لیتر تخمین زده شد(. سپس حاصل اساتخراج، 

تزریق شد و با استفاده از فرماول زیار، درصاد بازیاابی باه 

 دست آمد.

 

 
 

ی که در این فرمول منظور از نمونه اسپایک شده، نمونه حاو

ان با غلظت نهاایی پلاسمای شفاف اسپایک شده با آپیکساب

 .استمیکروگرم در میلی لیتر  56/0

 بررسي توانمندی روش

به منظور بررسی توانمنادی روش در مقابلاه باا تااثیر عوامال 

فااوت، متغیر بر نتایج آنالیز، در روزی متفاوت، باا اپراتاوری مت

ن میزان جذب نمونه استاندارد همراه با تغییر در سارعت جریاا

 .  دستگاه، بررسی شد

 

 هایافته
آزمایشااات اولیااه در ایاان پاالاوهش نشااان داد کااه داروی 

آپیکساااابان در آب حلالیااات بسااایار کمااای دارد، اماااا در 

. با توجه به استاستونیتریل تقریباً و در متانول کاملا محلول 

و با توجه به منابع است اینکه داروی آپیکسابان داروی قطبی 

نظر گرفته شد. علمی معتبر، فاز معکوس برای این تحقیق در 

به جهت کاهش زمان بازدارندگی و جلوگیری از پهان شادن 

کاه  C18پیک با توجه باه قطبای باودن آپیکساابان، ساتون 

، انتخااب شاد. جهات جداساازی و اسات C8غیرقطبی تر از 

ها باا توجاه باه مناابع و باا توجاه باه افزایش رزولوشن پیک

 mm × 4/6 250هاای موجاود در آزمایشاگاه، ساتون )ستون

mm, 5μ )C18 Brisa LC2 شد. جهت بهیناه ساازی  انتخاب

های مختلفی از آب و استونیتریل مورد بررسی شرایط، نسبت

قرار گرفتند. در ابتدا زمانی که فاز متحرک، مخلوطی از آب و 

استونیتریل و آب و متانول بود، در کروماتوگرام حاصل کمای 

بل قبول نبود. ها قاکشیدگی مشاهده شد و نتایج کروماتوگرام

هاا بارای تهیاه باافر جهت بهبود نتایج، ترکیب مختل  نمک

درصد، که  15/0استفاده شد و در نهایت بافر آمونیوم استات 

pH  05/0آن با آمونیوم هیدروکساید رقیق شده، در محدوده 

تنظیم شاده باود، انتخااب شاد. فااز متحارک شاامل  6/7 ±

درصاد باا  15/0ستات مخلوطی از استونیتریل: بافر آمونیوم ا

pH 05/0 ± 6/7  1و سرعت جریان  50:50با نسبت حجمی 

میلی لیتر در دقیقه بود. آنالیز در دمای اتاق باا روش شسات 

شوی ایزوکراتیک، انجام شد. به منظور انتخاب بهترین طاول 

موج برای مطالعه، استاندارد آپیکساابان در فااز متحارک، در 

اه اساپکتوفتومتر اساکن توسط دستگ 400تا  200طول موج 

. پیاک شادنانومتر برای آنالیز انتخااب  276شد و طول موج 

دقیقاه  4/4مربوط باه آپیکساابان در زماان باازداری حادود 

مشاهده شد. نتایج حاصل از معتبرسازی روش ارائه شاده در 

 . بودمطالعه به شرح زیر 

 بررسي انتخابي بودن روش 

دارو، پیکی در زمان  در کروماتوگرام نمونه پلاسمای فاقد

 د.شدقیقه، مربوط به آپیکسابان مشاهده ن 4/4بازداری حدود 

بنابراین روش آنالیز ارائه شده برای اندازه گیری مقدار 

کروماتوگرام  1. شکل بودآپیکسابان در پلاسما انتخابی 

 2حاصل از آنالیز نمونه پلاسما بدون آپیکسابان و و شکل 

ان یز نمونه پلاسمای حاوی آپیکسابکروماتوگرام حاصل از آنال

 دهد.را نشان می

 خطي بودن و نمودار کالیبراسیون

 12288/0تا  3/0روش توسعه یافته در این مطالعه، در بازه 

 9957/0میکروگرم در میلی لیتر، با ضریب همبستگی 

و  3. نمودار کالیبراسیون و مشخصات آن در شکل بودخطی 

 ه است.نشان داده شد 2و  1 هایجدول

 بررسي تکرار پذیری )دقت( و صحت روش

 ،25/0و  2/0، 16/0، ساه غلظات ICHبر اساس رهنمودهای 

که نماینده سه نقطه حد پایین، وسط و بالای گساتره ماورد 
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آنالیز هستند، آماده شد و هر کدام سه بار تزریق شدند. نتایج 

دهناد ها نشان مای. دادهشودمیمشاهده  3در جدول  حاصل

ش مورد نظر در بازه مشخص شده، با میانگین انحاراف که رو

درصاد از صاحت و  2تر از نسبی و خطای نسبی پایینمعیار 

 .استدقت مناسبی برخوردار 

 بررسي تکرار پذیری )دقت( در دو روز متفاوت

به منظور بررسی و مقایسه صحت و دقت روش در روزی 

بار  3کدام متفاوت، سه غلظت مشابه با روز قبلی آماده و هر 

و خطای نسبی معیار تزریق شدند و سپس مقادیر انحراف 

 .استنشان دهنده نتایج  4بررسی شدند و جدول 

 
 کروماتوگرام حاصل از تزریق نمونه ی پلاسمای فاقد آپیکسابان. .1شکل 

 
. وجود پیکی در زمان حدود میکروگرم در میلی لیتر آپیکسابان 25/0کروماتوگرام حاصل از تزریق نمونه ی پلاسما حاوی  .2شکل 

دقیقه که در نمونه حاوی دارو مشاهده می شود نشان دهنده انتخابی بودن روش توسعه یافته می  4/4

 باشد

 منحنی استاندارد آپیکسابان در پلاسما شفاف بدون پروتیین. .3شکل 
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آپیکسابان در ماتریکس پلاسما در  UVمیزان جذب  .1جدول 

 های مختل  منحنی کالیبراسیونغلظت

 (ppmغلظت ) ( mAUجذب )  میانگین  نسبی معیارانحراف 

- 0 0 0 

 

19/1 % 

 

3846 

3859 12288/0 

3795 12288/0 

3884 12288/0 

 

8/3 % 

 

66/5027 

5172 1536/0 

4811 1536/0 

5100 1536/0 

 

78/1 % 

 

33/6320 

6394 192/0 

6191 192/0 

6376 192/0 

 

37/2 % 

 

33/8185 

8172 24/0 

7998 24/0 

8386 24/0 

 

06/2 % 

 

33/9979 

10176 3/0 

9997 3/0 

9765 3/0 
 

 

 

 محاسبه درصد بازیابي روش استخراج

درصد بازیابی روش استخراج با توجه به فرمول ذکر شده در بخش 

 .شودمیمشاهده  5قبل، محاسبه شده و نتیجه آن در جدول 

 (robustnessبررسي توانمندی روش )

 به منظور بررسی توانمندی روش در مقابله با تاثیرات حاصل از

متغیر بر نتایج حاصل، در روزی متفاوت، با اپراتوری  عوامل

عت متفاوت، میزان جذب نمونه ی استاندارد همراه با تغییر در سر

قابل مشاهده  6جریان دستگاه، بررسی شد. نتایج آن در جدول 

 است.
 تعیین حد تشخیص و حد اندازه گیری

حد  ICH(Q2)با استفاده از فرمول محاسباتی در دستورالعمل 

میکروگرم در میلی لیتر بدست آمد. سپس  01818/0شخیص ت

میکرو گرم در میلی لیتر( در  02/0نزدیک ترین غلظت به آن )

ماتریکس پلاسمای شفاف بدون پروتیین آماده سازی و نمونه 

ن بار به دستگاه تزریق شد. نسبت سیگنال به نویز در ای 3حاصل 

 (.4غلظت بررسی شد )شکل 

دازه گیری نیز با توجه به فرمول محاسباتی در مقدار تیوری حد ان

میکروگرم در میلی لیتر  ICH(Q2)  ،05510/0دستورالعمل 

میکرو گرم  06/0بدست آمد و سپس نزدیک ترین غلظت به آن )

در میلی لیتر( در ماتریکس پلاسما ی شفاف بدون پروتیین آماده 

ل به بار به دستگاه تزریق شد و در آخر نسبت سیگنا 3سازی و 

  انحراف (.7نویز و تکرارپذیری نتایج بررسی شدند )جدول 

 

 

 های مرتبط با خط رگرسیونداده .2جدول 

SUMMARY OUTPUT        

        

Regression Statistics       

Multiple R 0/997824       

R Square 0/995653       

Adjusted R Square 0/995343       

Standard Error 188.2353       

Observations 16       

        

ANOVA        

 df SS MS F Significance F   

Regression 1 1/14E+08 1/14E+08 3206/775 6/15E-18   

Residual 14 496055/4 35432/53     

Total 15 1/14E+08      

        

 Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Upper 95.0% 

Intercept -204/009 123/382 -1/65348 0/120473 -468/637 60/61867 60/61867 

X Variable 1 34157/06 603/1791 56/62839 6/15E-18 32863/37 35450/76 35450/76 
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درصد، نشان دهنده تکرارپذیر بودن نتایج  5/2استاندارد نسبی 

میکروگرم در میلی  06/0. بنابراین غلظت استدر این غلظت 

  .عنوان حد اندازه گیری این روش شناخته شده لیتر ب

 

 بحث
 در کهاست  یخوراک دانعقا ضد یداروها از یکی کسابانیآپ

 ک،یترومبوآمبول یهایماریب تیریمد یبرا ریاخ یهاسال

 های تکرارپذیری و صحت روشداده .3جدول 

میانگین خطای نسبی 

 در روز

میانگین خطای نسبی در 

 هر غلظت

 معیارمیانگین انحراف 

 نسبی

انحراف 

 نسبی معیار

انحراف 

 استاندارد

میانگین 

 جذب

 جذب

(mAU) 

غلظت 

(ppm) 

01999/0+ 02399/0-  13/2 %  

0138/109 

 

5130 5020 16/0 

5132 16/0 

5238 16/0 

 05103/0+  

62/1 % 

69/0 % 07/48 6976 6942 2/0 

7031 2/0 

6955 2/0 

      8431 25/0 

 03292/0+  04/2 % 5059/175 333/8616 8638 25/0 

      8780 25/0 

 

 ذیری نتایج در دو روز متفاوتبررسی تکرارپ .4جدول 

 (ppmغلظت ) میانگین جذب نسبی معیارانحراف  نسبیمعیار میانگین انحراف  میانگین خطای نسبی در هر غلظت میانگین خطای نسبی در روز

 

0180025/0+ 

0367378/0 -  

68/1 % 

34/2 % 333333/5060 16/0 

0557391/0 + 13/1 % 166667/7008 2/0 

0350062/0 + 57/1 % 166667/8634 25/0 

 

 ( روش استخراجrecoveryنتایج مربوط به درصد بازیابی )  .5جدول 

غلظت 

(ppm) 

جذب نمونه مورد مطالعه 

(mAU) 

جذب نمونه استاندارد 

(mAU) 

میانگین جذب نمونه مورد 

 مطالعه

میانگین جذب نمونه 

 استاندارد

درصد 

 بازیابی

56/0 23543 29188  

33/24007 

 

33/30494 

 

 

 

73%/78 
 

56/0 24367 31968 

56/0 24112 30327 

 

 بررسی توانمندی روش توسعه یافته با تغییر در سرعت جریان – 6جدول 

 غلظت

(ppm) 

جذب نمونه استاندارد با 

میلی لیتر در  1سرعت جریان 

 (mAUدقیقه )

جذب نمونه مورد مطالعه با 

میلی لیتر در  8/0سرعت جریان 

 (mAU)دقیقه 

میانگین جذب نمونه 

 (mAUاستاندارد )

میانگین جذب نمونه 

 (mAUمورد مطالعه )

میانگین 

 درصد تغییر

56/0 29188 32044    

56/0 31968 32535 33/30494 33/32278 8%/5+ 

56/0 30327 32256    

 

 یکسابان در پلاسما، جهت تعیین حد اندازه گیری. میکرو گرم در میلی لیتر داروی آپ 06/0بار تزریق غلظت  3نتایج حاصل از  .7جدول 

 نسبی معیارانحراف  (Mauجذب ) (ppmغلظت )

06/0 1642  

5%/2 06/0 1725 

06/0 1672 
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 کسابانیآپ جذب نیشتریب. (9)به آنها شده است  یادیتوجه ز

 در دارو مطلق یستیز یفراهم و داده رد کوچک روده در

. است درصد پنجاه باًیتقر ،یگرم یلیم 10 تا یخوراک یدوزها

 تداخل و مشخص کینتیفارماکوک به توانیم آن یایمزا از

 یهاشیرا به پا آن ازین که کرد اشاره داروها ریسا با نییپا

 نیتامیو ستیضد انعقاد آنتاگون یبه داروها نسبت یشگاهیآزما

K، ضد  یداروها همه گر،ید یسو از. اما (10)کند یم کمتر

 درشوند، یترومبوز استفاده م سکیکه در کاهش ر یانعقاد

 و کبد و هیکل یینارسا دارو، حد از شیب مصرف از اعم یموارد

دارند.  را یداخل یزیر خون جادیا خطر ،ییدارو تداخلات

 مار،یدر ب ها دارو نیا ییغلظت پلاسما شیو پا یبررس نیبنابرا

 یجانب عوارض جادیو عدم ا یماریب تیریبه مد یکمک بزرگ

 (.16کند )یم

 یهادر فارماکوپه HPLCاز  استفاده با کسابانیآپ زیآنال روش

 یهاروشگزارش نشده و  USPو  BPمانند  یالملل نیمعتبر ب

  یمانند استفاده از ط ییهاتیه در مقالات، محدودارائه شد

 در موثره ماده مقدار نییتع و یعدم بررس ایو  یسنج جرم

به  قیتحق نیا ل،یدل نیهم. به داشتند را یانسان یپلاسما

و قابل  قیدق ساده، یروش یطراح و افتنی ،یبررس منظور

 یپلاسما کسیماتر در کسابانیآپ یریگ اندازه یاعتماد برا

 یپارامترها ،ICHانجام شد و با توجه به دستورالعمل  ینسانا

 دقت، بودن، یخط دامنه بودن، یانتخاب از اعم یمعتبرساز

 قرار یبررس مورد یریگ اندازه حد و صیتشخ حد صحت،

 گرفتند

با استفاده از ستون  یارائه شده جداساز کیزوکراتیروش ا در

18C  تر و اندازه م یلیم 6/4متر، قطر  یسانت 25به طول

 یبافر آب بیبا فاز متحرک که شامل ترک کرونیم 5 یذرها

 50:50 یبا درصد حجم لیتریو استون 15/0استات %  ومیآمون

محلول بافر با  pHاست.  شده انجام بنفش، ماوراء شناساگر و

 6/7 ± 05/0شده در محدوده  قیرق دیدروکسایه ومیآمون

در روش فاز متحرک  انیشده است. سرعت جر میتنظ

انتخاب شد.  قهیبر دق تریل یلیم 1مطرح شده  کیزوکراتیا

 انجام طیمح یدر دما زیبوده و آنال تریکرولیم 20 قیحجم تزر

 ییو زمان اجرا قهیدق 4/4حدود  کسابانیآپ ی. زمان بازدارشد

و  یری. حداقل غلظت قابل اندازه گبود قهیدق 7 زین قیهر تزر

 02/0و  06/0 بیترت به روش، صیحداقل غلظت قابل تشخ

 دقت، و صحت یبررس در. شد نییتع تریل یلیبر م کروگرمیم

بود که نشان  6/1و  02/0 بیبه ترت ینسب اریانحراف مع درصد

 ،یکل یبررس کی. در استروش  نیدهنده مناسب بودن ا

ارائه شده  زیآنالدهند که روش یبه دست آمده نشان م جینتا

مقدار  نییتع یبرا اداعتم قابل یروش ق،یتحق نیدر ا

  .استانسان  یدر پلاسما کسابانیآپ

 

 و تشکرقدرداني 

بدین وسیله از سرکار خانم فرشته مظاهری کارشناس مرکز 

تحقیقات علوم دارویی که ما را در انجام این تحقیق یاری 

 ، کمال تشکر را داریم.کردند

 

 
 میکروگرم در میلی لیتر آپیکسابان در پلاسما جهت تعیین حد تشخیص 02/0کروماتوگرام مربوط به تزریق نمونه . 4شکل 
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